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‘ber Bakterienproteasen. 

XVI. Mitteilung!: 
Zur Kenntnis der Aminopolypeptidasen anaerober Bakterien. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 3. September 1940.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Peptidasen obligater anaerober Bakterien, die nach deren 
Absterben ziemlich rasch in die Kulturfliissigkeit iibertreten, liegen dort 
in fast oder ganz unwirksamem Zustand vor. Infolgedessen spalten 
keimfrei gemachte Bouillonkulturen der Anaerobier kaum oder iiber- 
haupt keine Di- und Tripeptide. Wir fanden im Cystein und Ferrosul fat 
zwei Substanzen, die zusammen, aber nicht einzeln, die inaktiven Pepti- 
dasen zu aktivieren vermégen2, Die Aktivierung verliuft mit mefbarer 
Geschwindigkeit. Wir beobachteten weiterhin, dai das Wirkungs- 
verméigen der aktivierten Kulturfiltrate verschiedener Herkun/t fiir Di- 
und Tripeptide sehr schwankt3. 

Die zuerst bei der Untersuchung der Dipeptidasen (Anaero-dipepti- 
dasen genannt4) gemachten Beobachtungen iiber den Mechanismus des 
Aktivierungsvorganges und die Ursachen des Schwankens des Wirkungs- 
vermégens haben uns zur folgenden, friiher ausfiihrlich dargelegten 
Vorstellung tiber die Natur der Anaero-dipeptidasen und ihrer Akti- 
vierung in vitro gefiihrt : Die ,, Dipeptidase“ ist kein einheitliches Enzym, 
sondern je nach ihrer Herkunft ein wechselnd zusammengesetztes Gemisch 
mehrerer substratspezi fischer Enzyme oder besser mehrerer Apoenzyme mit 
ein und demselben Co-Enzym. Diese Funktion sprechen wir dem zwei- 
wertigen Hisen zu. Ihrer streng anaeroben Wirkungsstitte angepabt, 
sind die Dipeptidasen unter aeroben Bedingungen nicht bestandig und 
daher teilweise oder ganz unwirksam. Die aus den abgestorbenen 
Bazillen in die Kulturfliissigkeit tibertretenden Peptidasen verlieren 
durch den von Gasédem-, Sporogenes-, Botulinus- und Wundstarr- 
krampfbazillen in eiweiBhaltigen Nahrmedien gebildeten Schwefel- 


1 XV. (vorliufige) Mitt. zur Kenntnis der Aminopolypeptidase, Natur- 
wiss. 27, 819, 1939. — ? Ebenda 26, 791, 1938; 27, 276, 1939; diese Zeitschr. 
300, 89, 1938/39. — * XII. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939. — * Weil 
sie von anaeroben Bakterien stammen und nur unter anaeroben Bedingungen 
optimal wirksam sind. 
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wasserstoff ihr Co-Enzym, das Eisen. Aus diesem Grunde liegen in der 
Kulturfliissigkeit dieser Anaerobier fast nur Apo-peptidasen vor. Diese 
werden bei den verschieden aerob durchgefithrten MaBnahmen oxydativ 
verandert, weshalb keimfrei gemachte Kulturen keine Apoenzyme, 
sondern Dehydro-apoenzyme enthalten. Demzufolge beruht das Wirk- 
samwerden der gegeniiber Di- und Tripeptiden unwirksamen Kultur- 
filtrate oder der daraus dargestellten Praparate durch Cystein und 
Ferrosulfat auf der Riickgingigmachung der’ verschiedenen Ver- 
anderungen, welche die Peptidasen vom Augenblick ihres Austretens 
aus den Bazillen erlitten haben. Die Aktivierung setzt sich aus zwei 
aufeinanderfolgenden Vorgingen zusammen: 1. Aus einem mit mefbarer 
Geschwindigkeit ablaufenden Reduktionsvorgang und 2. aus einer danach 
erfolgenden Bindung des zweiwertigen Eisens, vielleicht nach diesem 
Schema : 
Dehydroapoenzym -}- Cystein - Apoenzym -+- Eisen (IT) 
>» Apoenzym — Eisen (II). 


Auch die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung 
iiber die ,,Aminopolypeptidase‘’ anaerober Bakterien lassen sich durch 
die eben skizzierte Vorstellung am ungezwungensten erkliren. Di- und 
Aminopolypeptidasen sind gleich aufgebaut, haben das gleiche Co- 
Enzym, unterscheiden sich aber in ihren Apoenzymen. 

Unter den mannigfaltigen Beobachtungen, die bei der Klarung des 
Mechanismus des Aktivierungsvorganges gemacht wurden, finden sich 
auch einige, welche sich scheinbar nicht ohne weiteres in diese Vor- 
stellung einordnen lassen oder einer Deutung noch Schwierigkeiten 
bereiten. Da sie aber nicht prinzipieller, sondern nur gradueller Art 
sind, stehen sie mit der Auslegung des Aktivierungsvorganges nicht im 
Widerspruch. Auf sie werden wir spiter noch naher eingehen. 

Die wichtige Frage nach der Funktion des Eisens bei der Spaltung 
wird auch durch die vorliegende Untersuchung noch nicht endgiiltig 
geklirt. Das Eisen ist zweifelsohne ein integrierender Bestandteil auch 
der Aminopolypeptidasen. Darauf weist allein schon die zur maximalen 
Wirksamkeit der inaktiven Praparate notwendige, auBerordentlich 
geringe Menge Eisen hin, die bei den gewahlten Versuchsbedingungen 
wenige y betrigt. Auch im vorliegenden Falle sind uns keine Beob- 
achtungen bekannt geworden, die gegen eine Co-Enzymfunktion des 
Kisens sprichen, auBer vielleicht dem Befund, der auch schon bei den 
Dipeptidasen erhoben wurde, da Eisen durch Mangan mehr oder 
weniger weitgehend ersetzt werden kann. 

Dagegen lieferte diese Untersuchung den stichhaltigen Beweis fiir 
unsere Ansicht iiber die Natur der Peptidasen als wechselnd zusammen. 
gesetzte Gemische mehrerer substratspezifischer Enzyme. Es gelang 























Uber Bakterienproteasen. XVI. 3 


uns namlich, die (inaktive) ,.Aminopolypeptidase’’ in einen (nach 
Aktivierung) LGG.- und einen nur GGG.-spaltenden Anteil zu zerlegen. 
Das hochgereinigte, nur GGG.-spaltende Priparat war auch proteinase- 
und dipeptidasenfrei; seine Reindarstellung diirfte nur noch eine Frage 
des Einsatzes geniigender Mengen Kulturfliissigkeit sein. 

Wenn Dipeptide wie Leucyl-glycin (LG.), Alanyl-glycin (AG.), 
Glyeyl-leucin (GL.), Glycyl-alanin (GA.) und Glycyl-glycin (GG.) und 
Tripeptide wie Leucyl-glyeyl-glycin (LGG.), Alanyl-glycyl-glycin (AGG.) 
und Diglycyl-glycin (GGG.) von Kulturfiltraten, Bakterienextrakten 
und daraus dargestellten reineren Praparaten mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit gespalten werden, so beruht dies also nicht auf Affinitits- 
unterschieden einer Dipeptidase und einer Aminopolypeptidase zu 
diesen Substraten, sondern auf dem Vorliegen verschiedener Mengen 
mehrerer substratspezifischer Peptidasen oder besser mehrerer Apo- 
peptidasen mit einem gemeinsamen Co-Enzym. 

Auch bei den (aktiven) Aminopolypeptidasen!, deren Wirkungs- 
optimum zwischen 8,2 und 8,6 liegt, haben wir uns von der Abwesenheit 
einer fiir die Spaltung notwendigen Carbonylgruppe in denselben iiber- 
zeugt; es miiBte denn eine gegeniiber bestimmten Carbonylreagenzien 
merkwiirdig unempfindliche Gruppe sein. 


I. Ausfiihrung der Verdauungsversuche. 


Um Wiederholungen in den tabellarischen Zusammenfassungen der 
Ergebnisse zu vermeiden, seien hier einige methodische Angaben voraus- 
geschickt ; nur Abweichungen davon werden in den Tabellen angegeben. 


Das Volumen der Peptidasenansiitze war in der Regel 5, bei den 
pu-Optimumsversuchen und bei den Proteinaseversuchen 10 cem (0,40 ¢ 
Gelatine Schweinfurt). Das pq betrug bei der Bestimmung der Dipepti- 
dasen 7,8, der Aminopolypeptidasen 8,2 und der Proteinase 7,0, die Ver- 
suchstemperatur tiberall 40°. Um eine Infektion zu vermeiden und die Oxy- 
dation der Thiolverbindung (die in Gegenwart von Eisen besonders autoxy- 
dabel ist) hintanzuhalten, wurde die Fliissigkeit im MeBkélbchen mit Toluol 
iiberschichtet, die Luft dariiber durch Stickstoff (aus der Bombe) ver- 
drangt, wobei die Kélbchen in einem Wasserbad von 40° standen. Toluol 
hat keinen EinfluB auf die Spaltung. Die Spaltung-dauer schwankte bei 
den Peptidasenversuchen zwischen 30 Minuten und 18 Stunden, bei den 
Proteinasenbestimmungen war sie immer 20 Stunden. Sie wird jeweils 
in den Tabellen angegeben. Die Spaltung bestimmte man durch Ermitt- 
lung der freigelegten Carboxylgruppen nach R. Willstdtter und BE. Wald 
schmidt-Leitz in einer Probe von 2 cem mit n/20 alkoholischer KOH. 

Zur Einstellung des py und zu seiner Konstanthaltung wahrend de- 
Versuchs geniigte es, wenn die verschiedenen Komponenten, wie Enzym-. 
Cystein- und Substratlésung, auf das gewiinschte py gebracht waren. In 


1 Uber gleiche Befunde bei den Anaero-dipeptidasen vgl. XIII. Mitt., 
diese Zeitschr. 303, 145, 1939. 
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pufferfreien Titrationsproben ist der Umschlagspunkt ein sehr viel scharferer. 
Auch ist durch das Weglassen des Puffers von vornherein jeglicher Einflu’ 
von seiner Seite auf die Aktivierungserscheinungen oder auch auf die 
Spaltungsgeschwindigkeit ausgeschaltet. Wurde mehr Metall als m/5000 
(im Ansatz) genommen, so setzte man zum Ausgleich der sauren Reaktion 
der Metallsalzlésungen dem Ansatz noch die nétige Menge NaOH (n/100) 
zu. Bei sehr kraftiger Spaltung verschob sich das py um 0,2 nach der 
alkalischen Seite hin, was aber die Genauigkeit der Bestimmung nicht 
beeintrachtigte. 

Die Aktivierung der Prdparate. Da die Enzympraparate inaktiv 
und auch nach Zusatz der Aktivatoren nicht sofort maximal wirksam 
sind, miissen sie bei kurzer Versuchsdauer vor Zugabe des Substrats 
einige Zeit mit Metallsalz und Cystein behandelt werden (im folgenden 
Vorbehandlung genannt). Demzufolge wurde, wenn nichts anderes 
angegeben ist, die Enzymlésung mit 0,50 cem m/500 Ferrosulfat bzw. 
Mangansulfat, 0,75 cem m/25 Cystein und dem zur Ergiainzung des 
Volumens notwendigen Wasser zusammen im Me8kélbchen unter 
Toluol und Stickstoff bestimmte Zeit bei 46° aufbewahrt. Praparate 
aus Kulturfiltraten des B. botulinus aktivierte man 2, des B. histo- 
lyticus 3 Stunden vor, und zwar gegeniiber Di- und Tripeptiden. Bei 
I8stiindigen Versuchen ist eine solche Vorbehandlung der Enzym- 
praparate nicht notwendig (Tabelle I); in diesen Fallen nahmen wir in 
der Regel etwas mehr Cystein, namlich 1,0 cem. Am Ende des Versuchs 
mu} man sich davon tiberzeugen, da noch Cystein anwesend ist. Es 
kommt hin und wieder vor, besonders bei 18stiindigen Versuchen und 
solchen mit Kulturfiltraten, daB die SH-Reaktion nur noch schwach 
oder negativ ausfallt. Solche Versuche sind natiirlich nicht zu werten. 


Tabelle 1. Spaltung nach 18 Stunden ohne und mit Vorbehandlung 
des Praiparats. 


Enzympraparat: dreitagiges Kulturfiltrat des B. histolyticus. 





Vorbehandelt Spaltung (cem'n/20 KOH) nach 18 Std. 
ecm nla EEN CEA Bet jn aS | RN 
mit in Std. LG. LGG. AGG. GGG. 

0,07 Kisen-Cystein — 0,86 1,42 bet 0,81 
” 3 0,91 1,46 : 0,78 


In den Tabellen werden die Namen der Zusatzstoffe (Aktivatoren) 
abgekiirzt, und zwar Cystein + Ferrosulfat durch SH-Fe, Cystein 
+ Mangansulfat durch SH-Mn. 


Im 5 cem-Versuch lag an Substrat vor: 0,1224g d,1-LGG., 0,1160 g 
d, 1-AGG., 0,0742 g GGG., 0,1140 g d, 1-LG., 0,0880 g d, 1-AG. oder 0,0396 g 
GG. Ein Aciditaétszuwachs von 1,0cem bei Aminopolypeptidasen, von 
1,20 cem n/20 KOH bei Dipeptidasen entspricht einer 50% igen Spaltung 
der 1-Komponente bzw. des GGG. und GG. Die benutzten Di- und Tri- 
peptide waren kiuflich erworbene und selbst dargestellte Praparate. 
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‘ 
If. Das Enzymmaterial. 
1. Die Wahl des Ausgangsmaterials. 

Wenn Peptide vom Tripeptid aufwarts, deren Endaminosauren 
natiirliche Konfiguration und eine freie Aminogruppe besitzen, ge- 
spalten werden, dann bezeichnet man den Trager des Wirkungs- 
vermoégens als Aminopolypeptidase. Benutzt man zur Bestimmung 
dieses Enzyms LGG., AGG. und GGG. als Substrate, so entsteht nach 
Abspaltung von Leucin, Alanin oder Glykokoll Glyeyl-glycin. Da 
dieses aber das Substrat der GG.-spaltenden Dipeptidase ist}, darf das 
Enzympraparat, um das Spaltungsergebnis bei Verwendung der obigen 
drei Tripeptide ausschlieBlich auf die ,,Aminopolypeptidase™ beziehen 
zu kénnen, keine GG.-Dipeptidase enthalten. Andere Proteasen dagegen 
stéren nicht. Ist die Aminopolypeptidase aber mit gréBeren Mengen 
jener Peptidase vergesellschaftet, so muB man beide trennen, oder, um 
diese nicht einfache Operation zu umgehen, von vornherein von Aus- 
gangsmaterial ausgehen, das nicht oder kaum GG. spaltet. 

Wir haben zunichst den letzteren Weg eingeschlagen und sind 
von keimfrei gemachten Bouillonkulturen bestimmten Alters dreier 
Stiémme des B. histolyticus und der Typen A, Bund D des B. botulinus 
ausgegangen, weil sie, wie schon friiher gefunden wurde? und in Ta- 
belle IL und LIT nochmals belegt wird, GG. kaum oder nicht angreifen, 
aber ein verhaltnismabig kraftiges, wenn auch schwankendes LGG.., 
AGG.- und GGG.-Spaltungsvermégen besitzen. Die benutzten Bouillon- 
kulturen waren nicht frisch gewonnen, sondern standen, keimfrei ge- 
macht, schon tiber 1 Jahr und linger unter Toluol im Kiihlschrank 
(+- 2°). Wahrenddem hatten sich besonders in den Histolyticus-kultur- 
filtraten reichliche Niederschlige abgeschieden, die entfernt wurden. 
Demnach beziehen sich unsere Angaben iiber die Reinigung der ,,Anaero- 
aminopolypeptidase** und die Trennung der LGG.- von der GGG.- 
spaltenden Komponente auf gealterte Kulturfiltrate dieser Bazillenarten 
als Ausgangsmaterial. Ob sie auch ohne weiteres fiir die Gewinnung 
gleichwertiger Praparate aus frischen Kulturfiltraten gelten, konnten 
wir aus d4uBeren Griinden noch nicht untersuchen. 

Wir verdanken die benutzten Bouillonkulturen, die uns in entkeimtem 
Zustand zur Verfiigung gestellt wurden, dem freundlichen Entgegenkommen 
von Herrn Dr. A. Demnitz, IT. G. Farbenindustrie A.-G., Behringwerke, 
Marburg a. d, Lahn. 


Kulturfiltrat oder Bakterienextrakt ? 
Wenn wir bei den Peptidasen- wie auch schon bei den Proteinasen- 
untersuchungen Bouillonkulturfiltrate und keine Bakterienextrakte als 


1 Uber die komplexe Zusammensetzung der Anaero-dipeptidasen vgl. 
XIT. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939. — 2% E. Maschmann, ebenda 


302, 332, 1939. 
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Ausgangsmaterial benutzt haben, so sind dafiir verschiedene Griinde 
naBgebend gewesen. Vor allem waren die zur Verfiigung stehenden 
Kulturfiltrate so peptidasenreich, daB zunachst kein Bediirfnis nach 
einem anderen Ausgangsmaterial bestand. Sodann ist hier wie dort 
die gleiche grundsatzliche Frage (die sich immer bei solchen Unter- 
suchungen aufdrangt) zu beantworten, namlich die, ob und inwieweit 
das im Kulturfiltrat bzw. das im Extrakt aus zerstérten Bakterien vor- 
liegende Proteasensystem dem intracellular tatigen in qualitativer wie 
quantitativer Hinsicht gleicht. Und von der Beantwortung der weiteren 
Frage, welches davon dem in vivo vorliegenden ahnlicher ist, wird die 
Wahl des Ausgangsmaterials weitgehend abhangen. Es gibt aber 
vorerst auf beide Fragen keine begriindete Antwort. Wir nehmen an, 
da zwischen den Proteasen in den Kulturfliissigkeiten und in den 
Bakterienextrakten keine wesentlichen qualitativen Unterschiede be- 
stehen, quantitative aber auftreten kénnen. Wir halten sogar aus den 
im folgenden noch hervorgehenden Griinden Bouillonkulturen —be- 
stimmten Alters gewisser Bakterienarten fiir ein besseres Ausgangs- 
material als Bakterienextrakte. Wir betonen bestimmten Alters, weil 
es sich gezeigt hat, daB im Laufe des Wachstums oder besser im Verlauf 
der nach dem Absterben der Bakterien eintretenden autolytischen 
Vorginge der Gehalt der Kulturfliissigkeit an den verschiedenen Pro- 
teasen ziemlichen Schwankungen unterworfen ist oder sein kann. So 
daB z. B. altere oder zu alte Kulturen manche Peptidasen bzw. Apo- 
peptidasen nicht mehr enthalten, welche in jiingeren in merklicher 
Menge nachzuweisen sind. Manchmal ist dies erwiinscht, nimlich dann, 
wenn diese die Untersuchung anderer Peptidasen stéren. Man kann 
deshalb auch nicht aus dem Enzymgehalt einer einzigen Kultur, selbst 
nicht aus dem mehrerer Kulturen gleichen Alters, auf den Enzymgehalt 
des betreffenden Bakterienstammes schlieBen. Um sich wenigstens 
einen Uberblick iiber die von einem bestimmten Bakterienstamm 
insgesamt an die Kulturfliissigkeit abgegebenen Proteasen verschaffen 
zu kénnen, mu8 man den Enzymgehalt der Kulturfliissigkeit iiber eine 
langere Kulturdauer hin sorgfaltig verfolgen, wie dies z. B. in Unter- 
suchungen geschehen ist, von denen Teilergebnisse in Abb.1 bis 3 
angefiihrt sind. Und ohne Beriicksichtigung der noch in den ab- 
gestorbenen Bakterien bzw. Bakterienresten zuriickgehaltenen Proteasen- 
menge wird man keine genaueren Angaben iiber den Enzymgehalt der 
lebenden Bakterien machen kénnen. Der Aufwand an Material und Zeit 
wird sich immer lohnen, denn die Kenntnisse vom zeitlichen Auftreten 
der einzelnen Proteasen in der Kulturfliissigkeit sind bei der Auswahl 
geeigneter Kulturen fiir Reinigungszwecke oft von grokem Wert. 
Natiirlich wird man nicht versiumen, die Kenntnisse iiber Enzyme aus 
Kulturfiltraten mit denen aus Bakterienextrakten zu_ vergleichen. 
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Welches Ausgangsmaterial man auch immer wahlt, so wird man sich 
dariiber klar sein miissen, daB das im Kulturfiltrat wie im Bakterien- 
extrakt vorliegende Proteasensystem nicht mehr das ist, was es in den 
lebenden Bakterien war, und daB uns seine Untersuchung kein Bild vom 
Zusammenspiel, dem Hand-in-Hand-Arbeiten der Glieder vermittelt, 
sondern nur Kenntnisse dariiber, wie sich die einzelnen Proteasen in 
vitro verhalten, d. h. so, wie sie in der Kulturfliissigkeit oder im Extrakt 
aus zerstérten Bakterien vorkommen. Nicht selten gehen in vitro zu 
beobachtende Aktivierungs- oder Hemmungserscheinungen der Pro- 
teasen auf Verdinderungen zuriick, welche sie beim Ubertreten und 
spater noch erlitten haben oder auch auf neu hinzugetretene Begleit- 
stoffe. In unseren Beispielen sind solche Veranderungen wegen der An- 
passung des Proteasensystems an das in vivo herrschende streng anaerobe 
Milieu viel einschneidender als im Falle der Proteasen aerober Bakterien. 
So sind beispielsweise die bei den Endoproteasen (Proteinase und 
Peptidasen) der Anaerobier aufgefundenen Aktivierungserschei- 
nungen, und hier vor allem die zeitliche Dauner der Aktivierung, als 
Zeichen solch tiefgreifender Verainderungen zu werten und die Akti- 
vierung selbst ist dann als Wiedergutmachung dieser erlittenen Schaden 
zu verstehen. 

Die Verwendung von Bakterien zur Gewinnung von Proteasen- 
lésungen bietet da, wo die Endoenzyme nach dem Absterben der Bak- 
terien leicht und in guter Ausbeute in das umgebende Milieu tber- 
gehen, kaum Vorteile; nur wenn dies nicht der Fall ist, ist man ge- 
zwungen von den Bakterien selbst auszugehen. Auch bei Bakterien, in 
deren Kulturen wohl merkliche Mengen Peptidasen, aber keine meb- 
baren Mengen Proteinase nachzuweisen sind, wird man diese in den 
Bakterien bzw. Bakterienresten suchen miissen und aus ihnen zu extra- 
hieren versuchen. Hierher zahlen z. B. die Typen C und D des B. botu- 
linus und auch der Wundstarrkrampfbazillus. Bei der Verwendung 
von Bakterien besteht die Gefahr, daB rasch in die Kulturfliissigkeit 
gelangende Enzyme dabei iibersehen werden, weil sie sehr wahrscheinlich 
nicht mehr nachgebildet werden und infolgedessen in den abgetrennten 
und gewaschenen Bazillen fehlen. Wir denken dabei in erster Linie 
an den Fraenkelschen Gasbazillus und den B. histolyticus, die beide 
eine sehr substratspezifische Proteinase! aller Wahrscheinlichkeit nach 
sezernieren. Einen Vorteil bietet der Bakterienextrakt — der sich aber 
nicht selten in bezug auf Bestandigkeit bestimmter Proteasen wieder 
als Nachteil erweist —: das ist seine gréBere Reinheit. Denn er ist 
frei von Nahrsubstraten, die in der Kulturfliissigkeit die Hauptmenge 

1 Vgl. III. und IV. Mitt., diese Zeitschr. 295, 351, 391, 1938; VIII. Mitt., 
X. Congresso intern. di Chimica Roma 1938, Bd. V, 8S. 109. 
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der Ballaststoffe ausmachen. Doch sind diese in der Regel ziemlich leicht 
und weitgehend zu beseitigen oder gewisse davon nach unseren Er- 
fahrungen bei Reinigungsversuchen nicht selten sogar niitzlich. 

Die Gewinnung der von uns bearbeiteten pathogenen Anaerobier 
auf festen Naihrbéden in Mengen, wie sie der praparative Versuch er- 
fordert, ist aus technischen Griinden kaum durchfiihrbar. Die Ver- 
wendung von in Bouillonkulturen gewachsenen Bazillen ist nicht zu 
empfehlen, weil sie darin schon friithzeitig zerfallen und dabei ihre 
Endoproteasen sehr rasch an die Kulturfliissigkeit abgeben. Selbst 
wenn man friihzeitig genug, d.h. noch vor dem Einsetzen des Zerfalls 
der Hauptmenge der Bazillen und der autolytischen Vorginge, das 
Wachstum abstoppt, besteht die Gefahr, daB nur ein Teil davon noch 
sein intracellulires Proteasensystem vollstindig besitzt. Auch ware 
in solchen Fallen die Bakterienausbeute gering. Abgesehen von diesen 
Schwierigkeiten und Einwanden lieBen sich an Proteasenextrakten aus 
Gasbranderregern und Botulinusbazillen kaum neue oder wesentlich 
andere Beobachtungen iiber die Proteasen gewinnen, weil man bei der 
Freilegung und Loslésung der Enzyme von den Bazillen auf gleiche, 
zum Teil aber grébere MaBnahmen angewiesen ware als die, welche bei 
dem Zerfall der Bakterien in der Kulturfliissigkeit und bei der, Frei- 
legung der Enzyme vor sich gehen. 

Die im Schrifttum tiber die Darstellung von Proteasenausziigen 
aus Bakterien vorliegenden Angaben sind wenig befriedigend: der 
Aufwand ist dabei ein ziemlich groBer, die Enzymausbeute dagegen ge- 
ring!, Eine bloBe Zerstérung der Bakterien durch Frieren und Auftauen, 
oftmals wiederholt und sich iiber viele Tage, ja Wochen hin erstreckend, 
fiihrt allein nicht zum Ziele, d.h. setzt die Proteasen nicht frei. Der 
Zerst6rung der Struktur miissen autolytische Vorginge folgen, um die 
Enzyme von ihrer plasmatischen Verankerung zu lésen. Dabei werden 
sich letztlich auch keine anderen Vorginge abspielen als in der Kultur. 
Wir glauben sogar, daB diese Vorginge hier schonender, mit besserer 
Ausbeute und vielleicht auch sinnvoller verlaufen als beim Frier- und 
Auftauverfahren mit anschlieBender ,,autolytischer‘’ Extraktion. 


2. Das Vorkommen und Auftreten der Aminopolypeptidasen. 


In allen Bouillonkulturen der wichtigsten anaeroben Bakterien- 
arten wie der Gasédembazillen, der Typen A bis D des B. botulinus, 
des Wundstarrkrampfbazillus (B.tetani) und auch des B. sporogenes, 
in denen wir Dipeptidasen gefunden haben, lieBen sich auch Amino- 
polypeptidasen in wechselnden Mengen nachweisen. Demnach besitzen 


1 Z.B. J. Berger, M. J. Johnson u. W.H. Peterson, J. of Bact. 36, 
521, 1938. 
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diese Anaerobier auch Aminopolypeptidasen, die mit der Anaerobiase 1! 
und den Dipeptidasen zum intracellular tatigen Proteasensystem dieser 
Erreger gehoren. 

Wie schon erwahnt, vermégen die durch ,,Kerzen‘‘- oder ,,Seitz- 
filter‘‘-Filtration keimfrei gemachten Bouillonkulturen anaerober Bak- 
terien weder Dipeptide noch LGG., AGG. und GGG. zu spalten (wenn 
man nicht verhaltnismaBig viel davon nimmt oder die Versuchsdauer 
iibermaBig lang wanlt). Dieses Unvermégen bedeutet aber nicht, daB 
die Kulturfiltrate nur wenig oder keine Aminopolypeptidasen enthalten, 
sondern daB diese dort in einem wnwirksamen Zustand vorliegen; denn 
fiigt man zum Kulturfiltrat beispielsweise Eisen(IL)-sulfat und Cystein, 
dann werden die 'Tripeptide mehr oder weniger weitgehend gespalten. 
Demnach werden die in vitro inaktiven Aminopolypeptidasen durch 
Kombination bestimmter Zusatzstoffe, von denen Cystein und Ferro- 
sulfat am besten wirken, in den «aktiven Zustand iibergefiihrt. 

Die Griinde, warum die in den lebenden Bazillen sicher aktiven 
Aminopolypeptidasen in der keimfrei gemachten Kulturfliissigkeit so 
gut wie unwirksam sind, werden die gleichen sein wie bei den Dipepti- 
dasen. Bei diesen nahmen wir an, da der von den Anaerobiern in 
eiweiBhaltigen Naihrbéden gebildete Schwefelwasserstoff Hisen, das wir 
fiir einen integrierenden Bestandteil der Anaero-peptidasen halten, als 
Sulfid aus dem System ausschaltet, und daB der noch verbleibende 
autoxydable Enzymanteil wahrend der verschiedenen aerob durch- 
gefiihrten MaBnahmen oxydativ verindert wird. Aus einer solchen 
Vorstellung ergibt sich ungezwungen, da} die Aktivierung nichts anderes 
ist als die Riickgingigmachung der oxydativen Verainderungen am 
Tragerprotein und der gleichzeitige Ersatz des in Verlust geratenen 
Eisens. 

Die Peptidasen sind Endoenzyme und treten erst nach dem Ab- 
sterben der Bazillen in das umgebende Milieu iiber. Die bei den Unter- 
suchungen tiber das Auftreten der Proteasen in der Kulturfliissigkeit 
wahrend des Bazillenwachstums gemachten Befunde sind mannig- 
faltig, in verschiedener Hinsicht sehr aufschluBreich und fiir die Ge- 
winnung geeigneten Ausgangsmaterials fiir Reinigungsversuche niitzlich 
gewesert. Sobald unsere Kenntnisse noch durch weitere Beispiele er- 
ganzt, die Ergebnisse durch mehrmalige Wiederholung gesichert sind, 
sollen sie ausfiihrlicher dargestellt werden. Die hier beigefiigten Abb. 1 
bis 3 geben das Auftreten von Proteinase (Anaerobiase) und Peptidasen 
wahrend einer siebentagigen Kulturdauer der Typen A und B des B. bo- 
tulinus unter anaeroben Bedingungen in Pferdefleischbouillon bei 
pu etwa 7,2 und 37° wieder. Aus ihnen ist u.a. abzuleiten, dab die 


! Vgl. besonders IX. Mitt., diese Zeitschr. 297, 284, 1938. 
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Hauptmenge der Bazillen zwischen dem ersten und zweiten Tag sowohl! 
rasch zerfallt als auch ihre Endoproteasen rasch an die Bouillon abgibt. 
Der Verlauf der Proteinasekurven bedarf keiner weiteren Erklirung. 
Die zusitzliche Erhéhung der Wirksamkeit, die das durch Cystein 
aktivierte Enzym noch durch Eisen erfahrt, geht, wie wir friiher gezeigt 
haben!, auf das Wirksamwerden der Peptidasen und ihrer Beteiligung 
am Abbau zuriick?. Auf den sehr viel interessanteren Verlauf der 





= 
S> 








ccm 7/20 KOH 
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Kulturdaver Tage 
Abb. 1. Das Auftreten von Proteinase und Peptidasen in der Kultur des B. botulinus, Typ B. 
| )\——() 2cem Kultur + SH-Fe + | 
Proteinase {}—] 2 ,, a + SH + Gelatine (20 Std. 40°). 
cert" a Di tee 
~ 0,04eem Kultur + SH-Fe + LGG. 
e——e 0,04 ,, ea + - + AGG. 
. A——A 0,04 ., me + = + LG. : 
Io as " 0 
Peptidasen : C) 0,04 ,, ‘ i ri + aaa. (18 Std. 409). 
a——@ 0,04 ,, an 4 ‘as + AG. 
(}——[] 0,04 ,, PON eon ee 


Peptidasenkurven wollen wir vorerst nicht naiher eingehen. Obwoh! 
durch zwei Beispiele belegt, miissen die Versuchsreihen noch mehrmals 
wiederholt werden, um ganz sicher zu sein, daf man es hier nicht mit 
Zufallsbefunden zu tun hat. Unsere Erfahrung geht dahin, daB be- 
stimmte Peptidasen bzw. Apo-dipeptidasen in der Kultur der Zer- 
stérung viel leichter anheimfallen als andere, In Abb. 1 ist besonders 


1 XT. Mitt., diese Zeitschr. 800, 89, 1939. — *Vgl. dazu auch 8. 19. 








B. 








Uber Bakterienproteasen. XVI. ll 


auf den Verlauf der AG.-Kurve, in Abb. 1 und 3 auf den Verlauf der 
LG.-, LGG.- und AGG.-Kurven hinzuweisen. In den letzteren Fallen 
steigen die Kurven nach dem Durchschreiten eines Minimums merk- 
wiirdigerweise nochmals stark an, d.h. der Apoenzymgehalt erfabrt 
plétzlich wieder einen ziemlich groBen Zuwachs. Es wire sehr auf- 
schluBreich, die Griinde dafiir zu wissen. Wir werden den verschiedenen 
Moglichkeiten nachgehen. 
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Abb. 2. Das Auftreten von Peptidasen in der Kultur des B. botulinus, Typ A. 
@——® 0.30ecm Kultur + SH-Fe + LGG. 


@——B 0.30 ,, * t ‘a + AGG. 
x—- 0,30 ,, "= } ne + LG. 
SS, > ee 
)——_, 0,30 Me GG. 
A—A 0,30 ,, = ' a + GL. 
A—A 2,30 ,, - t ne GA. 


Das Wirkungsvermégen der aktiven Kulturfiltrate verschiedener 
Herkunft gegeniiber LGG., AGG. und GGG. schwankt zum Teil sehr 
betrichtlch: Immer wird LGG. weit besser gespalten als AGG. und 
GGG., am schlechtesten in der Regel GGG. Einige unserer Kulturen 
vermochten dieses Substrat tiberhaupt nicht anzugreifen. Dies braucht 
aber nicht zu bedeuten, da die betreffenden Bazillen nicht fahig sind, 
GGG.-Apopeptidase zu bilden. Denn diese kann namlich einige Zeit 
nach ihrem Auftreten in der Kulturfliissigkeit wieder daraus ver- 
schwunden sein, vielleicht infolge Zerst6rung durch den darin ent- 
haltenen Schwefelwasserstoff, worauf die Befunde tiber die mehr oder 
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minder weitgehende Zerstérung dieses Apoenzyms durch Cystein, Thio- 
glykolsaure und Schwefelwasserstoff hinweisen (vgl. S. 25 und 26) oder 


auch aus anderen Griinden. 


So 
& 





com 7/20 KOH 
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Abb. 3. Das Auftreten von Proteinase in der Kultur des B. botulinus, Typ A. 





gS @® 2,0cem Kultur + SH + Clupein 
e——e 2,0 ,, 2-4 + SH + Gelatine | 
A——A 2,0 ,, ” + SH + Casein 


(20 Std. 40°), 





-——O 92,0 ,, e + — + Gelatine 
—-/ 2,0 ,, Po } + Casein 
C- (320° ,, + — + Clupein 


In den Tabellen IT und III finden sich Beispiele fiir das Wirkungs- 
vermoégen dreitagiger Bouillonkulturen dreier Stimme des B. histo- 


Tabelle II. Peptidatische Wirkung dreitagiger, keimfrei ge- 
machter Bouillonkulturen dreier Stimme des B. histolyticus 





x Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 18 Std 
Kultur, ccm Zusiitze 


LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG 


Stamm I, 0,10 0,06 0,00 0,02' 0,14 0,18 0,11 


Cystein 0,05 _ 0,03 0,06 0,01 0,05 
Eisen (IT)-sulfat 0,02 0,01) 0,11 | 0,52 | 0,12 
Mangan (II)-sulfat 0,34 — 0,06 0,26 0,12 0,19 


Cystein -+- Eisen 1,05 0,26 0,10 1,88 1,25 | 0,85 
Cystein -++ Mangan | 0,38 0,14 0,06: 1,20 0,78 0,65 


- 0,02 0,00 0,01) 0,12 | 0,15 0,10 

Cystein + Eisen 0,93 0,20 0,22) 1,66 | 1,15 , 1,42 

Cystein + Mangan 0,24 0,10 0,06 0,88 0,93 0,84 
- 0,01 0,05 7 - 

Cystein + Eisen 0,70 | 0,15 0,00 1,45 1,00 0,07 

Cystein + Mangan = 0,22 | 0,07 0,01 0,95 0,60 0,08 


Stamm IT, 0,07 


Stamm III, 0,04 
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Tabelle ILI. 
Peptidatische Wirkung siebentigiger, keimfrei gemachter 
Bouillonkulturen der Typen A, B, C und D des B. botulinus. 





: 4 Spalturng (cem n20 KOH) nach 18 Std 
Kultur, ccm Zusiitze 


LG. AG. GG. LGG. AGG GaGa, 


Typ A (I), 0,30 0,04 0,09- 0,01 0,14 0,11 0,00 
Cystein + Eisen 0,94 0,32) 0,05; 1,80 1,45 | 0,15 
Cystein + Mangan 0,20 0,10 0,00 0,95 0,82 0,04 


TypA (IL), 0,30 Cystein + Eisen 1,05 0,26 0,03; 1,88 1,35 0,26 


Typ B (1), 0,05 0,07 —0,02 0,01 0,05 0,06 0,04 
Cystein 0,12 0,05 0,03 0,07 0,18 0,00 
Kisen 0,10 0,16 0,05 0,18 0,10 0,06 
Mangan 0,14 0,10 —0,01 0,64 0,15 0,04 


Cystein + Eisen 0,95 0,45, 0,06 1,76 | 1,25 0,09 

Cystein + Mangan 0,65 0,20 0,00 1,43 1,08 0,03 

Typ B (II), 0,04 Cystein + Eisen 0,80 0,28—0,03 1,61 | 0,87 0,06 
Typ C, 0,10 0,06 0,05 0,03 0,10 0,04 0,09 
Cystein + Eisen 1,53 1,04 1,18 0,84 0.50 1,08 

Cystein + Mangan 0,80 1,12 0,33 0,71 0,60 0,65 


Typ D, 0,15 0,06 0,03 0,01 0,11 0,09 , 0,06 
Cystein + Eisen 0,83 0.40 0,23 1,74 0,95 | 0,76 
Cystein + Mangan 0,27 0,14 0,02 1,25 0,80 | 0,61 


lyticus und siebentagiger der Typen A bis D des B. botulinus, wie sie 
zur vorliegenden Untersuchung benutzt wurden. Aus den Tabellen- 
angaben geht weiter hervor, 1. daB die Peptidasen in den Kulturen 
ohne Cystein und Ferrosulfat wirkungslos sind, 2. da weder Cystein 
noch Eisen (II) allein zu aktivieren vermégen und 3. daB Eisen durch 
Mangan mehr oder minder weitgehend ersetzt werden kann. 


5. Reinigungs- und Trennungsversuche. 


Zur besseren Kennzeichnung der ,,Aminopolypeptidase und zur 
Untersuchung des Mechanismus des Aktivierungsvorganges haben wir 
sie méglichst weitgehend angereichert. Die zur Verfiigung stehenden, 
begrenzten Kulturmengen und ihr verhaltnismaBig geringer, zur starken 
Konzentrierung des Enzyms zwingender Peptidasengehalt setzten jedoch 
diesen Versuchen vorerst Grenzen. Wir muBten uns deshalb bei der 
Abtrennung der unwesentlichen Begleitstoffe von der ,,Aminopoly- 
peptidase’ an die schon bei den Dipeptidasen bewahrten Reinigungs- 
méglichkeiten halten. Nach kleinen Abainderungen haben sie sich auch 
hier als brauchbar erwiesen: Es waren dies auBer einer mehrtagigen 
Dialyse der Kulturfiltrate vor allem die fraktionierte Fallung mittels 
Ammoniumsulfat, in bestimmten Fallen auch mittels Holzgeist und die 
Fraktionierung durch Ammonsulfatfallung vorgereinigter Praparate mit 


Holzgeist. 
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Uber eine bloBe Abtrennung der Hauptmenge der ,,Ballaststoffe‘ 
hinaus gelang es, die ,,Aminopolypeptidase** aus Kulturfiltraten zweier 
Stamme des B. histolyticus und des B. botulinus Typ D in zwei Teile 


zu zerlegen: in einen LGG.- und AGG.-spaltenden und in einen ausschlieflich 
GGG.-spaltenden, praktisch proteinase- und dipeptidasenfreien Anteil. 
Damit ist bewiesen, worauf schon verschiedene unserer anderen Beob- 
achtungen hindeuteten, daB auch die ,,Aminopolypeptidase‘* anaerober 
Bakterien (und wie mit groBer Wahrscheinlichkeit auch anzunehmen ist, 
die tierischer und pflanzlicher Herkunft) kein einheitliches Enzym, 
sondern je nach Herkunft ein wechselnd zusammengesctztes Gemisch 
mehrerer substratspezifischer Peptidasen darstellt. 


A. Histolyticus-aminopolypeptidase. 


1. Jralyse als ReinigungsmaBnahme: Keimfreie Bouillonkulturen 
lassen sich von ihren Salzen und niedermolekularen organischen Bestand- 
teilen ohne nennenswerten Enzymverlust befreien, wenn man_ sie 
mehrere Tage gegen schwach alkalisches Wasser (py etwa 8) dialysiert. 
Gewohnliches destilliertes Wasser geniigt nicht, weil dabei die Kultur- 
fliissigkeit, nach Entfernung der puffernden Salzgemische, ziemlich 
sauer wird (pa bis 5), wodurch die Peptidasen merklich geschadigt 
werden, 


Tabelle IV. Dialyse einer Bouillonkultur des B. histolyticus. 
200 cem einer dreitigigen, durch Seitz-Filter keimfrei gemachten Bouillon- 
kultur des B. histolyticus (Stamm I) wurden im Cellophanschlauch unter 
Toluol 3'/, Tage gegen schwach alkalisches, destilliertes Wasser bei Zimmer- 
temperatur dialysiert. Den Schlauchinhalt engte man im Vakuum (Octyl- 
alkohol) stark ein. Endvolumen: 50 cem, py = 7,5. 1leem des Kultur- 
filtrats enthielt 78,40 mg, 0,25 ccm des konzentrierten Dialysats enthielten 

4,35 mg Trockenriickstand (105°). 





Spaltung (ecem n,20 KOH) nach 18 Std. 


Priiparat, ccm Zusiitze 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 
Kultur, 0,10 SH-Fe 105 | 0,26 | 0,10 | 1,88 | 1,265 | 0,85 
Dialysierte Kultur, 0,025 re 0,86 | 0,20 |.0,13 | 1,73 | 1,27 | 0,81 


2. Am, SO,-Fallung: Die Histolyticus-peptidasen (wie auch die 
anderer Herkunft) werden aus der Bouillonkultur, wie das folgende 
Beispiel zeigt, durch 3 Volumen gesattigte Am,SO4-Lésung fast quanti- 
tativ ausgefallt. Da fiir unsere Zwecke die den Praparaten beigemischte 
geringe Menge Ammonsulfat nicht stérte und einen stabilisierenden Ein- 
fluB auf gewisse leicht ausflockende Eiweifstoffe ausiibte, haben wir 
sie nicht durch Dialyse entfernt, obwohl dies ohne nennenswerten 
Verlust méglich ist. 
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Beispiel: 1 Liter Filtrat einer dreitagigen Histol yticus-Bouillon- 
kultur vom pu = 7,4 versetzte man mit 3 Liter gesattigter (neutraler) 
Am,SO,-Lésung und trennte nach 24stiindigem Stehen im Kihl- 
schrank (-+- 2°) den geringen, feinflockigen Niederschlag ab. Da dies 
mittels der Zentrifuge nicht restlos gelang, filtrierte man durch mehrere 
Filter, léste den Riickstand méglichst quantitativ, verriihrte die Filter 
mit Wasser, nutschte und prebte sie scharf ab und wiederholte ein oder 
mehrmals diese Mafinahmen. Der Niederschlag wurde in der Kalte 
noch zweimal umegefallt ; er lieB sich dann mit der Zentrifuge quantitativ 
abtrennen. Man léste ihn schlieBlich in 200 cem Wasser und stellte das 
pu auf 8 ein. Auswertung in Tabelle V. 


Tabelle V. Auswertung des Beispiels A/2. 


Ks wurden aliquote Teile der Enzymlésungen genommen. 





Spaltung (cem n/20 KOH) nach 18 Std. 


Priparat Zusiitze 
LG. AG. GG. LGG. AGG GGG 
Kultur SH-Fe 1,05 | 0,26 , 0,06 | 1.88 | 1,03 | 0,87 
Gereinigtes Praparat - 1,03 0,33 | 0,01 1,75 | 1,07 ; 0,80 


3. AmoSO,4-Fraktionierung (Gewinnung LGG.- oder nur GGG. 
spaltender Praparate): Die Fraktionierung nahm ihren Ausgang von 
der unter 2 dargestellten Enzymlésung, die LGG., AGG. und GGG. 
spaltete. Diese wurde eiskalt mit dem gleichen Volumen auf 6° gekiihlter 
Am.S0O,-Lésung versetzt, der abgetrennte Niederschlag im Zentrifugen- 
becher gelést, das py auf etwa 7,4 eingestellt und nochmals unter den 
gleichen Bedingungen gefallt. Endvolumen 50 cem (Fraktion 1). Aus 
der Mutterlauge wurde durch Zusatz eines weiteren Volumens Am,S O,- 
Lésung die zweite Fraktion gewonnen. Sie wurde gelést (px — 7,4) 
und mit dem gleichen Volumen Am,SQ, in der Kalte versetzt. Nach 
24stiindigem Stehen im Kiihlschrank entfernte man durch hoch- 
touriges Zentrifugieren eine starke Triibung und fallte durch Zusatz 
eines weiteren Volumens Am.S QO, die zweite Fraktion aus. Lhre Lésung 
war klar und hellgelb: das yy wurde auf 8 gebracht; Volumen 50 ccm 
(Fraktion II). Zur Mutterlauge der zweiten Fraktion gab man in der 
Kialte ein drittes Volumen Am,SO,-Lésung hinzu. Nach 24stiindigem 
Stehen im Kiihlschrank wurde der feinflockige Niederschlag hochtourig 
abgeschleudert (10000 Umdrehungen pro Minute). Seine eisgekiihlte 
Lésung lieB man nach Zusatz von 2 Volumen Am, SO,-Lésung 24 Stun- 
den in der Kalte stehen, klarte und fallte die dritte Fraktion durch 
Zugabe eines weiteren Volumens eisgekiihlter Am ,SO,-Lésung aus. 
Der sehr geringe Niederschlag léste sich glatt und farblos in Wasser: 
Volumen 50 cem, pu =8 (Fraktion III). Auswertung in Tabelle VT. 
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Tabelle VI. Auswertung des Beispiels A/3. 





Aktiviert Spaltung (ccm n'20 KOH) nach 1 Std. 


Priipar: ee . 
Priparat, ccm mit 


LG. AG. Ga. LGG. AGG. GGG. 


I. Fraktion, 0.30 SH-Fe 0,05 0,00 0,00 0,02 0,01 0,09 
II. Fraktion, 0,30 oe 0,01 0,04 | 0,07 0,10 0,08 1,20 
ITI. Fraktion, 0,10 i 0,67 0,27 0,00 1,30 0,79 0,08 


Wie aus Tabelle VI ersichtlich, spaltet die zweite Fraktion nur 


GGG. und ist frei von Dipeptidasen, die dritte Fraktion neben LGG 
noch AGG. und LG. 

Von der Bouillonkultur eines zweiten Stammes des B. histolyticus 
ausgehend, gelang die Trennung der Trager des LGG.- und GGG.- 
Spaltungsvermégens auf dem gleichen Wege. 

4. Holzgeist{raktionierung vorgereinigter Enzymlésungen  (Ge- 
winnung eines nur GGG.-spaltenden, proteinase- und peptidasenfreien 
Praparats): Auch diese Fraktionierung nahm ihren Ausgang von der 
unter 2 dargestellten Enzymlésung. Diese wurde nach guter Kihlung 
mit dem gleichen Volumen tiefgekiihlten Holzgeistes (t — — 10°) vor- 
sichtig versetzt, so daB die Temperatur 0° nicht iiberstieg. Den ziemlich 
rasch ausfallenden Niederschlag léste man in 100 cem Wasser und stellte 
die verhaltnismaBig alkalische Lésung auf py — 8 ein (Fraktion I). 
Zur Mutterlauge wurden in der Kiilte sofort noch 2 Volumen gekiihlten 
Holzgeistes gegeben und bis zur guten Ausflockung des Niederschlags 
im Kiihlschrank aufbewahrt (12 bis 20 Stunden). Die sehr geringen 
Flocken wurden in der Kalte abgeschleudert, im Zentrifugenbecher 
gelést und dann unter den gleichen Bedingungen nochmals gefallt. Die 
Lésung der zweiten Fraktion war klar und farblos; Volumen = 100 cem, 


Tabelle VII. Auswertung des Beispiels A/4. 








Priparat, _ Spaltung (ecem n/20 KOH) nach 1 Std. 
a Vier i 
= mit LG. AG. GL. GA. GG. | LGG. | AGG. | GGG. 


I. Fraktion, 
0,50 


II. Fraktion, 
0,50 4 


Mutterlauge, 
0,50 oe 


SH-Fe 0,66 0,27 0,31 0,29 0,10 1,44 0,86 0,41 
-0,02, 0,03 0,00 | 0,02 -0,03' 0,03 0,09 0,79 


0,02! 0,06 0,00 |-0,02 0,00 0,04 0,02 | 0,00 





Gelatinespaltung (ccm n/20 KOH) nach 20 Std. 
Priiparat, cem in Anwesenheit von 


_ SH SH-Fe 


1. Fraktion, 0,02 0,08 0,64 0,87 
II. Fraktion, 0,02 0,01 0,00 — 0,04 





e| 


Z 





79 


00 
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pu etwa 8 (Fraktion II). Die Endmutterlauge wurde méglichst um- 
gehend und schonend im Vakuum vom Holzgeist befreit und das Kon- 
zentrat auf 100 cem gebracht (Mutterlauge). Auswertung in Tabelle VII. 

Zu dem Ergebnis dieses Versuchs mu folgendes nachgetragen 
werden: Die friiher gemachte Angabe!, daB die Trager des LG.- und 
LGG.-Spaltungsvermégens bei der Holzgeistfraktionierung irreversibel 
inaktiviert werden, beruht auf einem Irrtum. Nach Tabelle VII besitzt 
die erste Fraktion noch fast die gleiche Wirksamkeit gegeniiber LG. 
und LGG. wie das Ausgangsmaterial, aber auch noch eine deutliche 
gegeniiber GGG. Dagegen vermag die zweite Fraktion nur GGG. zu 
spalten. Es gelang also auf diesem Wege keine quantitative Trennung, 
wohl aber eine weitgehende Abtrennung des Tragers der GGG.-Spaltung. 


B. Botulinus-aminopolypeptidase. 


Als Typen A und B bezeichnet man die ,,proteolytischen‘‘ Stimme 
des B. botulinus (der als Fleisch-, Wurst- und Konservenvergifter be- 
riichtigt ist). In ihren keimfrei gemachten Kulturfliissigkeiten kommt 
neben Peptidasen eine Proteinase vor, die, wie wir gefunden haben?, 
durch Cystein aktivierbar ist und sehr wahrscheinlich, mindestens 
enzymologisch, mit der intracellularen Proteinase der Gasbranderreger, 
der Anaerobiase?, identisch ist. Die Kulturfiltrate der Typen A und B 
spalten demzufolge nach Aktivierung durch Cystein bzw. Cystein und 
Ferrosulfat Proteine und Peptide. Wie wir an einem der folgenden 
Beispiele zeigen, kann man die Proteinase von den Peptidasen, wenn 
auch mit Verlust, auf einfachem Wege abtrennen. 

Die Typen C und D gehéren zu den sogenannten nichtproteolyti- 
schen Stammen: [hre filtrierten Bouillonkulturen enthalten, wie wir 
uns verschiedentlich tiberzeugt haben, keine meBbaren Mengen Pro- 
teinase bzw. Anaerobiase, aber merkliche Mengen inaktiver Peptidasen. 
Es gelingt deshalb hier ohne weiteres, proteinasefreie Peptidasen- 
praparate darzustellen. Im Gegensatz z. B. zur siebentigigen Kultur 
des Typus B hydrolysiert die mit Cystein und Ferrosulfat versetzte 
ebenso alte Kultur des Typus D GGG. ziemlich kraftig. Auch in 
diesem Falle gelang es, die ,,Aminopolypeptidase’’ in einen LGG.- und 
einen nur GGG.-spaltenden Anteil zu zerlegen. 

Wie aus einem Vergleich der Angaben in Tabelle III (Wirkungs- 
vermogen der Kulturfiltrate der Typen A—D des B. botulinus) hervor- 
geht, unterscheidet sich das Spaltungsvermégen des Kulturfiltrats vom 
Typ C nicht unwesentlich von dem der anderen Typen: in seinem 
Gehalt an AG.- und GG.-spaltenden Dipeptidasen und auch dadurch, 


1 XV. Mitt., Naturwiss. 27, 819, 1939. — 2% IT. u. IX. Mitt., diese 
Zeitschr. 295, 1, 1937; 297, 284, 1938. 
Biochemische Zeitschrift Band 307. 9 
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da Mangan-Cystein gegeniiber AG. und AGG. mindestens so gut, 
wenn nicht besser als Eisen-Cystein zu aktivieren vermag. Darin zeigt 
es mit den Kulturfiltraten des B. sporogenes und B. perfringens sowie 
dessen tierpathogenen Verwandten gewisse Ahnlichkeit. 


Botulinus- B-aminopol y peptidase. 

1. Préparat, dargestellt nach dem Beispiel in der XIT. Mitt. dieser 
Xeihe!, und zwar durch Holzgeist- und nachfolgende Acetonfallung. 

2. AmoSO,4-Fraktionierung mit anschlieBender Acetonfallung: Im 
wesentlichen sind wir hier genau so verfahren wie in 3A 3 naher be- 
schrieben ist. Von den anfallenden Fraktionen war nur die dritte nach 
Aktivierung gegeniiber LGG. und AGG. wirksam ; GGG. wurde praktisch 
nicht gespalten (Auswertung in Tabelle VIII). 

Man kann dieses Praparat noch weiter reinigen, indem man zu 
seiner gut gekiihlten Lésung ein halbes Volumen tiefgekiihlten Acetons 
hinzugibt, den sich ziemlich rasch bildenden Niederschlag, der die 
Peptidasen enthalt, in der Kalte zentrifugiert und unter den gleichen 
Bedingungen nochmals umfallt. Er lést sich glatt in Wasser. Volumen 
der Endlésung 1/; des angewandten Kulturfiltrats. Der Trocken- 
riickstand von 1,0 cem des Kulturfiltrats betrug 36,40 mg, von 0,2 ccm 
der gereinigten Lésung 0,25 mg (105°). Auswertung in Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. Auswertung des Beispiels B/2. 





Aktiviert Spaltungsdauer Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparat, ccm x nog - a . 4 
mit in Std. 


} | La. | LGG. AGG. GGG. 
Kultur, 0,05 ........ SH-Fe 18 =| -0,96 | 1,76 | 1,25 | 0,09 
III. Fraktion, 0,20 .. mm 1 0,85 1,70 1,00 0,05 
Acetonpraparat, 0,20. se 1 0,73 1,44 0,65 = 0,02 


3. Trennuny der Peptidasen von der Anaerohiase. Zu 500 ccm einer 
keimfreien dreitagigen Bouillonkultur des B. botulinus Typ B wurden 
vorsichtig 250 cem stark gekiihlten Holzgeistes gegeben. Den rasch 
auftretenden und sich gut absetzenden Niederschlag trennte man auf 
der Zentrifuge ab und fallte ihn nochmals unter den gleichen Bedingungen : 
das py seiner Lésung stellte man auf etwa 8 ein. Volumen = 100 ccm 
(Lésung I). Die Mutterlauge wurde sofort im Vakuum stark ein- 
gedampft, das Konzentrat auf 250 ccm aufgefiillt, abgekiihlt und mit 
3 Volumen eiskalter gesittigter Am,SO,-Lésung versetzt. Der iiber 
Nacht beim Stehen im Kiihlschrank sich abscheidende geringe Nieder- 
schlag wurde abgetrennt, umgefallt und in 50cem Wasser gelést 
(px 8) (Lésung IL). Die Am.SOy,-haltige Mutterlauge versetzte 


1 Diese Zeitschr. 302, 332, 1939, und zwar S. 342. 
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man bis zur Sattigung mit festem Ammonsulfat, die sich langsam 
bildende Abscheidung trennte man ab, fallte nochmals durch Ganz- 
saittigung um und nahm sie in 50 cem auf; das py wurde auf 8 gebracht 
(Lésung III). Auswertung in Tabelle IX. 


Tabelle IX. Auswertung des Beispiels B/3. 
Enzymmenge: Bei den LG.- und AGG.-Versuchen zweimal mehr, bei den 
Gelatineversuchen viermal mehr Enzym angewandt als bei den LGG.- 

Versuchen 





Spaltung (ecem n20 KOH) nach 


1 Std. 20 Std. 

Substrat LG LGG AGG Gelatin 
Priiparat aktiviert mit SH-Fe SH-Fe SH-Fe SH SH-F« 
RM Ea shes oh oa We Re 1,79 1,90 1,30 0,06 0,10 0,12 
ss || ie a Sa Re I 0,06 0,07 0,02 0.52 1,18 1,05 
DER Seicnvorwns 1,38 0,81 E23 0,74 1,26 1,80 


a 

Im Anschlu} an die Ergebnisse in Tabelle [X sei darauf hingewiesen, 
dab die Praparate II und III gute Beispiele fiir die in der XI. Mitteilung 
dieser Reihe! gegebene Erklarung sind, warum verschiedentlich die 
Wirksamkeit der Anaerobiase (d. i. die durch Cystein allein aktivierbare 
intracellulare Proteinase vieler Anaerobier) in Gegenwart von Cystein- 
tisen beispielsweise gegeniiber Casein, Gelatine und Pepton gréBer 
gefunden wird als in Gegenwart von Cystein allein?. Diese Erscheinung 
haben wir immer nur dann beobachtet, wenn die Kulturfiltrate oder 
reinere Proteinasepriparate noch merkliche Mengen Peptidasen ent- 
hielten. Auch in dem hier angefiihrten Beispiel ist es so: Nur die Wirk- 
samkeit der peptidasenhaltigen Proteinaselésung (III) ist in Anwesen- 
heit von Ferrosulfat und Cystein gegeniiber Gelatine gréBer als von 
Cystein allein. Die ,,zusatzliche‘* Wirkungssteigerung in diesen Fallen 
riihrt zweifelsohne von der Beteiligung der durch SH-Fe aktiv ge- 
wordenen Peptidasen am Abbau her. 


Botulinus- D-amino pol ypeptidase. 


4. Darstellung eines LGG.- und eines nur GGG.-spaltenden Pra parats. 
Die Trennung der Trager des LGG.- und GGG.-Spaltungsvermégens 
gelang auch hi¢r auf dem in 343 beschriebenen Wege. Ausgegangen 
wurde von einer keimfrei gemachten siebentagigen Bouillonkultur des 
B. botulinus Typ D, die auBer LGG. auch noch GGG. gut spaltete. 

: ] 
Das Volumen der Fraktion I bis III betrug 100 cem, das py etwa 8. 
| I 
Auswertung in Tabelle X. 
oo) 


1 XI. Mitt., diese Zeitschr. 300, 89, 1939. 2 Man vergleiche auch 
dazu den Kurvenverlauf in Abb. 1 auf 8. 10. 
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Tabelle X. Auswertung des Beispiels B/4. 





Vor- Snaliung (eem n/20 K OH) nach 3 Std 
Praparat behandelt - -_——— 
mit LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 


Am,S0,-Praparacs SH-Fe 2,05 0,47 0,10 1,85 1,33 1,12 


Fraktion I ...... Re 0,00 | 0,04 -0,02 0,03 0,09 0,82 
ne BE es c's : 0,29 | 0,11 0,06 0.42 0,2: 0,21 
fi?) ME ag te 1,62 | 0,31 0,03 1,44 0,93 0,04 


Im Gegensatz zu den in 3A 3 gewonnenen Praparaten lag hier die 
GGG.-spaltende Komponente schon in Fraktion I vor (und nicht wie 
dort in Fraktion IL), wahrend die LGG.-spaltende Komponente hier 
wie dort in Fraktion III enthalten war. 


C. Sporogenes-aminopolypeptidase. 
Fiir unsere Untersuchung benutzten wir das nach Beispiel 2 auf 
S. 338 unserer XII. Mitteilung! hergestellte Praiparat, das auch 
aminopolypeptidatisch ziemlich wirksam war. 


Il. Das Wirkungsoptimum. 


Fiir die LG.-, AG.-, GL.-, GA.- und GG.-spaltenden Dipeptidasen 
der wichtigsten obligaten Anaerobier fanden wir das Optimum ihrer 
Wirkung in vitro zwischen 7,8 und 8,0', fiir die LGG.-, AGG.- und 
GGG.-spaltenden Aminopolypeptidasen des B. histolyticus und B. botu- 
linus liegt es noch weiter im alkalischen Bereich, nimlich zwischen 8,2 
und 8,6, von Praparat zu Praiparat etwas schwankend. Auch zwischen 
den mit Ferrosulfat-Cystein und Mangansulfat-Cystein aktivierten 
Praparaten traten geringe Unterschiede im Wirkungsoptimum auf. 
Wir fiihren diese Schwankungen hauptsichlich auf Schwierigkeiten bei 
der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration zwischen py — 8 
und 9,5 zuriick. Durch die Anwesenheit von Cystein und Eisen bzw. 
Mangan in unseren Verdauungsansatzen waren wir dabei methodisch 
stark beschrankt: nur mit der Glaselektrode war eine genauere Be- 
stimmung der Wasserstoffzahl méglich. Wenn auch die Potentiale 
ziemlich konstant waren, so wichen doch die taglich angelegten Eich- 
kurven (trotz Einhaltung der Temperatur) etwas voneinander ab; sie 
schwankten zwischen bestimmten Grenzen. Ein bei der Kostbarkeit 
des Materials merklicher Nachteil war, daB wir trotz weitgehender Be- 
schrankung des Elektrodenraumes und Kleinhaltung der Kugelelektrode * 
verhaltnismaBig viel des Ansatzes (2,4 ccm pro Messung) fiir die am 
Anfang und Ende der Spaltung ausgefiihrte Bestimmung benétigten. 


1 Diese Zeitschr. 302, 332, 1939. — * Unsere MeBSapparatur (Pehavi 
+ Miravi von Hartmann u. Braun, Frankfurt a. M.) erlaubte nicht, eine 
bestimmte Kugelgr6Be zu unterschreiten. 
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Zur px-Einstellung vermieden wir Puffergemische, stellten vielmehr 
die Lésungen der Komponenten mit Kalilauge (an Stelle von Natron- 
lauge) auf das gewiinschte py ein, um den EinfluB der Natriumionen 
auf die Glaselektrode auszuschalten. Das pa verschob sich im un- 
giinstigsten Falle um 0,2, und zwar nach der alkaiischen Seite hin. 

Die benutzten Histolyticus- und Botulinuspraparate waren nach 
den Beispielen auf 8. 13ff dargestellt. Thr Wirkungsoptimum wurde 
nach Aktivierung sowohl mit Ferrosulfat und Cystein als auch mit 
Mangansulfat und Cystein bestimmt. Einige dieser Ergebnisse finden 
ihre kurvenmaBige Darstellung in den Abb. 4 und 5. 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Py-Abhiingigkeit der LGG.-, AGG.- und GGG.-Spaltung durch aktivierte 
Histolyticus-aminopolypeptidase. 


\——() Enzympriparat + SH + Fe + GGG. 
amma ” » toe + LGG. Spaltung 1 Std 
ee - + 5, + Mn+ AGG. 


Abb. 5. py-Abhingigkeit der LGG.- und AGG.-Spaltung durch aktivierte 
Botulinus- B-aminopolypeptidase. 

——» Enzympriparat + SH + Fe + LG@G. 

— i + 4» + Mn+ AGG. Spaltung I Std. 


e ® » + » + » + LGG. 


LV. Die Aktivierung. 

Zur Klairung des Mechanismus des Aktivierungsvorganges bei den 
Anaero-aminopolypeptidasen sind wir ungefihr so vorgegangen wie 
friiher bei den Anaero-dipeptidasen!. Es wurde untersucht: 1. Die 
zeitliche Dauer der Aktivierung, 2. die Ersetzbarkeit des Eisens und 


1 Vgl. XII. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939, und zwar S. 345. 
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Cysteins, 3. die zur maximalen Aktivierung notwendige Menge Metall 
und Cystein, 4. die Wirkung der einzelnen Komponenten (Eisen, Cystein) 
und 5. der Einflu8 verschiedener Substanzen auf die aktiven Peptidasen. 
Dabei dienten als Enzymlésungen vor allem die nach Abschnitt 113 
dargestellten reineren Praparate, als Substrate LGG., AGG. und GGG. 
dleichartige Versuche mit weniger reinen Praparaten verliefen im 
wesentlichen gleichsinnig, so daB sich eine Wiedergabe ihrer Ergebnisse 

eriibrigt. 
Nachdem wir festgestellt hatten, daB die Aktivierung der Amino- 
polypeptidasen in den Praparaten aus Histolyticus- und Botulinus- 
' : : bazillen-Kulturfiltraten mit viel ge- 
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E dipeptidasen!, ermittelten wir zum 
Vergleich auch noch die Aktivierungs- 
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tulinus-dipeptidasen (die wir damals 
1angels gut wirksame aparate nich 
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40 beziehen konnten) und b) fiir die Sporo- 

NF 
SS genes-aminopolypeptidase (obwohl hier 
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verhaltnismaBig groBer Mengen des 
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la. Die zeitliche Dauer der Aktivierung. 
| 
as | | | | Die untersuchten mehr oder min- 
| , . . . . 
der gereinigten Aminopolypeptidasen- 
praparate waren — mit einer Ausnahme 
a Y é 3 ¥ § — nach Zusatz von Ferrosulfat und 
Vorbehandlung Std : < : : 6 
Abb. 6 Cystein nicht sofort voll wirksam. Sie 

é . oo. . 


Dauer der Aktivierung der Histolyticus. wurden es erst nach einer bestimmten 
d Botulinus-B-aminopolypeptidasen. : Bee ate Ss 
oe Se ae ,. Inkubationszeit‘‘. Diese haben wir fiir 


| x—— ) Histolyticus-ami- LGG i . z 

A—vZ nopolypeptidase 7”°°: — die Praparate verschiedener Herkunft 

| jcc +SH+Fe+ >GGG. =14° . 

i tolaea es weiibe ey und Darstellung sorgfaltig ermittelt. 

| AGG. + e ° y 

Nach den Ergebnissen zahlreicher Ver- 

| 3 Botulinus-B-ami- e eet i 

C+—O1 | nopolypeptidase uae. suchsreihen, von denen einige als Bei- 
eer oe : 


+BH+Fe+ © spiele in Abb. 6 angefiihrt werden, 
AGG ‘ ‘ ° nase 

zeigt sich die Aktivierungsdauer von der 

Herkunft der Préparate abhangig: sie kann unter den angewandten 

Bedingungen bis zu 180 Minuten betragen. So miissen die Amino- 


! Vgl. XII. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939, und zwar 8. 345. 
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polypeptidasenpraparate z.B. aus Kulturen des B. botulinus 2, aus 
Kulturen des B. histolyticus in der Regel 3 Stunden bei 40° mit Ferro- 
sulfat und Cystein vorbehandelt werden, bevor sie gegeniiber LGG., 
AGG. und GGG. vollaktiv sind. 


Im Gegensatz dazu steht ein hochgereinigtes ausschlieBlich GGG.- 
spaltendes (proteinase- und dipeptidasenfreies) Histolyticuspraparat, 
das bei der Fraktionierung vorgereinigter Enzymlésungen mittels Holz- 
geist gewonnen wurde (siehe 8. 16): Es zerlegt namlich das Tripeptid 


nach Zusatz von Ferrosulfat und Cystein sofort — also ohne jeglich 
Vorbehandlung — mit maximaler Geschwindigkeit, wie Tabelle X1 


belegt. Bemerkenswert ist, daB die bei der Darstellung dieses Praparats 
zuerst anfallende, hauptsichlich LGG.-, AGG.- und LG.-, aber auch 
noch etwas GGG.-spaltende Fraktion noch genau so wie das Ausgangs- 
material 3 Stunden vorbehandelt werden mu, um vollaktiv zu sein, 
auch gegeniiber GGG. Diese Ergebnisse sind zum Vergleich mit in die 
Tabelle XT aufgenommen. 


Tabelle XI. Zeitliche Dauer der Vorbehandlung zweier GGG.- 
spaltender Priparate aus einer Bouillonkultur des B. histo- 
lyticus (Stamm 2). 

Enzympraparate: Darstellung durch Fraktionierung einer vorgereinigten 
Enzymlésung mittels Holzgeist (vgl. S. 16). 

1. LGG.- und GGG.-spaltendes Priiparat, in Tabelle mit I bezeichnet. Im 

GGG.-Versuch dreimal mehr Enzym angewandt als im LGG.-Versuch. 


2. Nur GGG.-spaltendes Praparat, in Tabelle mit II bezeichnet. 





Priiparate vorbehandelt Spaltung (cem n/20 KOH) nach 1 Std. durch Priparat 
I ll 
mit Dauer in Min. : ie 
GGG. LGG. GGG. 
SH-Fe 0 0,00 0,35 1,08 
m 30 0,30 0,72 1,05 
© 60 0,61 1,12 1,06 
” 120 1,18 1,4: 1,04 
” 180 1,32 1,62 1,05 
” 240 1,29 1,59 — 


Aktivierungsdauer der Botulinus- und Histolyticus-dipeptidasen. Die 
in verschiedenen Botulinus- und Histolyticus-aminopolypeptidasen- 
praparaten noch enthaltenen Dipeptidasen bediirfen zu ihrer maxi- 
malen Wirksamkeit — wie aus Tabelle XII hervorgeht — _ einer 
ebenso langen Vorbehandlung wie die entsprechenden Polypepti- 
dasen, d. h. 2 bzw. 3 Stunden. Sie unterscheiden sich also hierin 
von den Sporogenes- und Perfringens-dipeptidasen, fiir die wir nur 
eine wenige Minuten dauernde ,,Inkubationszeit“* gefunden haben (siehe 
auch Tabelle XITI). 
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Tabelle XII. Aktivierungsdauer der Botulinus- und H istolyticus - 
dipeptidase, 
Enzympraparate: Botulinus-dipeptidase nach Beispiel 2 auf 8.18 dargestellt ; 
in Tabelle = I, Histolyticus-dipeptidase nach Beispiel 3 (Fraktion III) auf 
8.15 gewonnen; in Tabelle = II. 





Priiparate Spaltung (ccm n/20 KOH) Priiparate Spaltung (ccm n/20 KOH) 
vorbehandelt von LG. nach 1 Std. durch vorbehandelt von LG. nach 1 Std. durch 
: Dauer P Dauer , 
mit in Std. J HT mit in Std. 1 Il 
SH-Fe 0 0,57 0,17 SH-Fe 2 1,72 1,45 
a We 1,19 0,81 e 3 1,69 1,58 
‘6 1 1,57 1,26 rs 4 1,64 1,57 





Aktivierungsdauer der Sporogenes-aminopolypeptidase. Hingegen 
sind, wie Tabelle XIII zeigt, die mit den Sporogenes- und Perfringens- 
dipeptidasen vergesellschafteten Aminopolypeptidasen bemerkenswerter- 
weise erst nach zweistiindigem Zusammensein mit Ferrosulfat und Cystein 
voll wirksam. 


Tabelle XIII. Aktivierungsdauer eines Sporogenes-peptidasen- 
praparats. 


Enzympraparat: Dargestellt nach Beispiel 2 der XII. Mitt.?. 





Priparat vorbehandelt Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 1 Std. 





mit Dauer in Min. LG. GG. LGG. AGG. GGG. 
SH-Fe 0 0,90 1,27 0,93 1,02 0,82 
re 15 L222 1,43 1,07 tk 1,24 
“s 30 1,18 1,39 1,15 1,27 1,41 
me 60 _ = 1,29 1,36 — 
Pa 120 1,28 1,44 1,40 1,59 1,61 
* 180 — 1,39 1,61 
mi 240 ~ ’ _ — _ 1,62 
Cystein 0 0,07 0,11 0,10 0,05 09 
Pe 120 0,06 0,08 0,08 0,04 0,i1 


Die Aminopolypeptidasen dieser Herkunft unterscheiden sich etwas 
von den aus Kulturen des B. botulinus und B. histolyticus gewonnenen 
durch ihre viel gréBere Anfangsaktivitaét, d. h. der ohne Vorbehandlung 
nach Eisen-Cysteinzusatz sofort einsetzenden. Aus diesem Grunde ist 
auch in diesen Fallen der durch Vorbehandlung bewirkte Aktivitats- 
anstieg nicht so groB wie bei jenen, wo eine Steigerung um das Vier- bis 
Sechsfache und nicht selten noch dariiber hinaus zu beobachten ist. 

Ordnet man die Praparate nach ihrer Aktivierungsdauer, so steht 
am Anfang der Reihe das nach Zusatz von Cystein-Eisen so gut wie 
augenblicklich vollaktive, nur GGG.-spaltende Histolyticuspraparat, es 


! Diese Zeitschr. 302, 332, 1939, und zwar S. 338. 
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folgen Sporogenes- und  Perfringens-dipeptidasenpriparate (5 bis 
10 Minuten), dann Botulinus-di- und -aminopolypeptidasen-, sowie 
Sporogenes-aminopolypeptidasenpraparate (2 Stunden) und schlieBlich 
Histolyticus-di- und -aminopolypeptidasenpraparate (3 Stunden). In 
dieser Reihenfolge nimmt der Widerstand zu, welcher der Aktivierurg 
aus noch unbekannten Griinden entgegensteht. Daf man aus einem 
Praparat, das gegeniiber LGG., AGG. und GGG. 3 Stunden vorbehandelt 
werden mu, den GGG.-spaltenden Anteil abtrennen kann, der (im 
Gegensatz zum restlichen Teil) nun keiner Vorbehandlung mehr bedarf, 
legt nahe, die Verzégerung der Aktivierung auf Einfliisse von Hemmungs- 
kérpern zuriickzufiihren. Ein Nachweis solcher ist uns aber noch nicht 
gelungen. Die verschiedene Aktivierungsdauer der Priparate kann 
andererseits aber auch auf eine unterschiedliche Reaktionsbereitschaft 
der Tragerproteine infolge verschieden weitgehender Veranderungen 
zuriickgehen, deren Riickgingigmachung natiirlich auch verschieden 
lange Zeit beanspruchen wiirde. 


Worauf auch immer die verschiedene Dauer der Aktivierung 
beruhen mag, so ist doch sicher, daB der Aktivierungsvorgang bei allen 
Praiparaten grundsatzlich der gleiche ist. 


1b. Vorbehandlung der Enzympraparate mit Cystein allein. 


Den hierbei gemachten Beobachtungen kommt besonderes Interesse 
zu; denn auch sie beweisen, daB LGG. und GGG. von zwei verschiedenen, 
substratspezifischen Peptidasen gespalten werden. Im einzelnen stellen 
sich die Ergebnisse so dar: 1. Inaktive LGG.-spaltende Praparate aus 
Histolyticuskulturen, mit Cystein allein vorbehandelt, bauen nach 
Zusatz von Ferrosulfat LGG. rascher ab als unbehandelte Priparate, 
aber noch nicht maximal, wie man eigentlich auf Grund gleich- 
artiger Versuche mit den Sporogenes- und Perfringens-dipeptidasen er- 
wartet hatte. Dazu bedarf es noch einer Nachbehandlung mit Eisen (IT)- 
sulfat. 2. Dagegen sind die mit Cystein allein vorbehandelten inaktiven 
GGG.-spaltenden Praparate der gleichen Herkunft nach Ferrosulfat- 
zusatz viel schlechter wirksam als ohne Vorbehandlung. [hre Wirksam- 
keit wird auch dann nicht besser, wenn man sie mit Ferrosulfat noch 
kiirzere oder langere Zeit nachbehandelt. Die auftretende Wirkungs- 
einbuBe kann 50 und mehr Prozent betragen. 


Wiahrend also das Apoenzym der GGG.-Peptidase durch Cystein 
eine nicht riickgingig zu machende Schadigung erleidet (siehe Ta- 
belle XIV), wird das Tragerprotein der LGG.-Peptidase unter den 
gleichen Bedingungen in seiner Funktion sogar weitgehend geférdert 
(siehe Tabelle XV). Wie das Ergebnis des folgenden Versuchs zeigt, 
nimmt mit fortschreitender Reinheit die Empfindlichkeit des GGG.- 
Apoenzyms gegen Cystein zu. 
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Tabelle XIV. EinfluB der Cystein- bzw. Thioglykolsaurevor- 

behandlung auf die Wirksamkeit GGG.-spaltender Priaparate. 

Enzympriparat: GGG.-spaltendes Priparat aus Histolyticus-Kulturfiltrat 
nach Darstellung 3 auf 8. 15. 





Priiparat vorbehandelt Nachbehandelt Spaltung (ccm n'20 K OH) 
. . ee nach 1 Std. 
mit Dauer in Min. mit Dauner in Std. GGG. 
Cystein 0 Kisen 1,43 
" 5 ” 2 1,08 
pa 10 aH 2 1,01 
3 15 ie 2 1,04 
= 30 i 2 0,78 
Thioglykol- 0 s 2 1,27 
siure 

xa 5 ae 2 1,10 
"e 15 us 2 0,83 
ss 30 is 2 0,67 
60 . 2 0,64 


Tabelle XV. EinfluB der Cystein-Vorbehandlung auf die Wirksam- 
keit LGG.-spaltender Praparate. 
Enzympriparat: Dargestellt aus einer Bouillonkultur des B. histolyticus 
nach Beispiel 3 auf 8. 15. 
Versuchsbedingungen: | = Kontrollversuch; in den Versuchen 2 bis 4 wurde 
nach Cysteinvorbehandlung Eisen und sofort Substrat zugegeben. 5 = Kon- 
trollversuch zu 6 bis 8; in den Versuchen 6 bis 8 wurde nach Eisensulfat 
zusatz noch 2 Stunden nachbehandelt und dann erst das Substrat hinzu- 
gegeben. Versuche 9 und 10 wurden mit Cystein ohne nachtraglichen Eisen- 
zusatz vorbehandelt. 





Priiparat vorbehandelt Nachbehandelt Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Nr. - _—$—$ nach 1 Std. 
mit Dauer in Std. mit Dauer in Std. LGG. 

1 SH-Fe 0 —_— 0,17 

2 Cystein Ig Eisen 0 0,69 

3 ss l » 0 0,78 

+ Pr 2 *% 0 0,85 

5 SH-Fe 2 1,08 

6 Cystein ly Kisen 2 1,12 

7 os 1 ” 2 1,12 

8 » 2 ds 2 1,10 

9 2 Vo - - 0,10 
10 is 2 - 0,08 


Zerstérung des GGG.-A poenzyms durch Cystein, T hioglykolsdure oder 
Schwe felwasserstoff. Am starksten wirkt sich der schidigende Einflu’ 
der Cysteinvorbehandlung auf das bei der Holzgeistfraktionierung ge- 
wonnene hochgereinigte GGG.-spaltende Praparat aus. Denn dieses 
wird dabei schon innerhalb weniger Minuten so verandert, daB es nach 
Ferrosulfatzusatz — ohne oder mit anschlieBender Nachbehandlung - 
GGG. nicht mehr anzugreifen vermag, also zerstért ist (sieheTabelle X VI) 
wahrend, wie schon erwahnt, das gleiche Praparat in Anwesenheit von 
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Spuren Eisen (wenige y) durch Cystein sofort maximal aktiviert wird! 
Den gleichen zerstérenden Einflu8 wie Cystein iiben auch Thioglykol- 
sdure und Schwefelwasserstoff aus. 


Tabelle XVI. Zerstérung eines nur GGG.-spaltenden Praiparats 
durch Cystein bzw. Schwefelwasserstoff. 
Enzympraparat: ,,Holzgeistpriparat’ aus Histolyticuskultur, dargestellt 
nach Beispiel 4 auf S. 16. 

Zusatzstoffe: Konzentration des Cysteins und Metalls wie iiblich; H,8: 
0,5 c¢em einer kalt gesaittigten wassrigen Lésung. 











Priiparat s Priiparat . 
i, Spaltung : reales Spaltung 
vorbehandelt hes (eem n/20 K OH) vorbehandelt y (cem n/20 K O H) 
in ee sat : Ponetenepectins ———| Zusats we _ 
? nach 1 Std. nach 1 Std. 
mit Dauer mit Dauer 
in Min. GGG. in Min. GGG. 
SH-Fe 0 - 1,19 Cystein 15 Eisen 0,04 
» | 1,10 ‘ 30 " 0,02 
Cystein 1 Fisen 0,99 H,S-Mn 0 - 0,91 
ee 2,5 = 0,§ H,S 5 Mangan 0,03 
" 50] « 0,58 H,S 10 ti 0,02 
” 10 ‘ 0,10 


Wiirden LGG. und GGG. von ein und derselben Peptidase ge- 
spalten, so miiBte sich der EinfluB eines Zusatzstoffes auf die Wirksam- 
keit gegeniiber beiden Substraten, wenn auch nicht gleich groB, so doch 
gleichsinnig auswirken, d.h. LGG. und GGG. miibten entweder rascher 
oder langsamer oder iiberhaupt nicht gespalten werden. Da dies aber 
nicht der Fall ist, sondern ein und derselbe Zusatzstoff entgegengesetzte 
Wirkungen auslést, kann nicht ein Enzym fiir die Spaltung beider 
Substrate verantwortlich sein. Der Befund kann nur durch das Vor- 
handensein zweier substratspezifischer Enzyme oder zweier Apoenzyme 
mit gleichem Co-Enzym erklart werden. 


Ic. Vorbehandlung des Substrats. 
Ebensowenig wie bei den (inaktiven) Dipeptidasen fiihrt auch bei 
den (inaktiven) Aminopolypeptidasen die Behandlung des Substrats mit 


Tabelle XVII. Vorbehandlung des Substrats. 
Enzympraparat: Dargestellt nach Beispiel 3 auf 8.18 aus einem sieben- 
tagigen Kulturfiltrat des B. botulinus, Typ B. 





Vorbehandelt Spaltung (ccm n/20 K OH) 


wurde mit Dauer in Std. — nach 1 Std. 
LGG. SH-Fe 0 Enzympraparat 0,48 
9 9 1 a 0,46 
i is 2 0,51 
” 9 4 ” 0,41 
Enzympraparat m 0 LGG. 0,44 


” ” 2 ? 1 ,69 











28 E. Maschmann: 


Ferrosulfat und Cystein zur Aktivierung. Daraus geht hervor, daB das 
Wirksamwerden der Peptidasen allein auf einer Reaktion zwischen 
diesen und den Zusatzstoffen (SH, Fe) beruht (vgl. Tabelle XVII). 


2a. Der Ersatz des Eisens. 

Von den gepriiften Metallen Magnesium, Mangan, Nickel, Cobalt 
und Zink ist wie bei den Dipeptidasen! auch bei den Aminopolypepti- 
dasen nur JJangan imstande, das Eisen zu ersetzen (vgl. Tabellen J] 
und III). Der Ersatz ist, wie einige Beispiele mit hochgereinigten 
Priparaten in Tabelle XVIII zeigen, ein S0- bis 90° ,iger. Versuche 
mit den Kulturfiltraten und dialysierten Kulturfiltraten  verliefen 
gleichsinnig. Auch mit héheren Metallkonzentrationen als den an- 
gegebenen war das Resultat das gleiche. 

In Versuchen, die auber Ferrosulfat und Cystein auch noch Magne- 
sium enthielten, war die Spaltung gegeniiber der im Kontrollversuch 
(d. h. ohne Magnesium) verschiedentlich etwas gréfer. Ob es sich hier 
noch um eine durch Magnesium bewirkte geringe zusatzliche Aktivitats- 
steigerung handelt, sei dahingestellt. Magnesium allein oder in Ver- 
bindung mit Cystein war ohne jeden Effekt. 


Tabelle XVIII. Ersatz des Eisens. 
Enzympraparate: I, Histolyticus-LGG.-Praparat, Darstellung 3; II. Histo- 
lyticus-GGG.-Praparat, Darstellung 4; III. Botulinus-B-Praparat, Dar- 

stellung 2. 
Zusatzstoffe: Konzentration im Versuch: Cystein m/250; Eisen, Mangan, 
Nickel, Cobalt, Zink m/5000, Magnesium m/250. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 1 Std. dureh Priiparat 


Aktiviert mit I | II III 

LGG. GGG. LGG. AGG. 

-- 0,02 0,06 0,00 0,04 
Eisen-Cystein.............. L327 1,39 1,60 1,27 
Mangan-Cystein............ 0,82 1,03 1,49 1,14 
Wickel-Cyntein «0. ois nes 0,09 0,04 0,01 0,01 
Cobalt-Cystein............. 0,10 0,09 — 0,02 0,03 
OI 5 ovis cn eden e ees 0,00 0,02 0,00 — 0,03 
PRONE GeG NS w esos ae 0,01 0,05 0,00 0,01 
Magnesium-Cystein ........ 0,02 0,07 0,04 0,05 
Magnesium + EKisen-Cystein. 1,23 1,50 1,60 1,49 


2b. Der Ersatz des Cysteins. 
Als vollgiiltiger Ersatz des Cysteins kann keine der daraufhin 
gepriiften Substanzen gelten: auch Thioglykolsdure nicht. Obwohl in 
bestimmten Fallen ihr Aktivierungsvermégen dem des Cysteins gleicht, 


1 Vgl. XII. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939, und zwar S. 350. 
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reicht es in anderen doch nicht ganz an das des Cysteins heran; aus 
welchen Griinden ist uns bisher nicht klar. SH-Glutathion ist (wie auch 
inden friiheren Versuchen mit Dipeptidasen!) in der Regel ein schlechter 
Ersatz. Wakrscheinlich werden die inaktiven Peptidasen durch Ferro- 
sulfat und SH-Glutathion ebenso aktiviert wie durch Ferrosulfat und 
Cystein, aber die Spaltung wird durch tiberschiissiges SH-Glutathion 
gehemmt. 

Schwe felwasserstoff vermag nur in Verbindung mit Mangan, nicht 
aber mit Eisen zu aktivieren, da dieses Metall sofort als Sulfid aus dem 
System ausgeschaltet wird. 

Ascorbinsdure und Natriumsuljit tiben in Verbindung mit Eisen 
kaum einen nennenswerten Einflu8 aus. 

Wie im einzelnen die Substanzen wirken, geht aus Tabelle XIX 
hervor. 

Tabelle XIX. Ersatz des Cysteins. 
Enzympriparate: I. Histolyticus-LGG.-Praparat, Darstellung 3; II. Histo- 
lyticus-GGG.-Praparat, Darstellung 3; III. Histolyticus-GGG.-Praparat, 
Darstellung 4; [V. Botulinus-B-Praiparat, Darstellung 1. 
Zusatzstoffe: Konzentration im Versuch: Cystein, SH-Glutathion, Thio- 
glykolsiure, Ascorbinsiure m/250, Na,SO, m/100; H,S: 0,5 cem einer 
kalt gesattigten, wassrigen Lésung. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 1 Std. durch Priiparat 


I II Itt IV 
Cysteinersatz 
LGG. GGG. GGG. LGG. AGG 
Eisen Eisen Eisen Mangan Eisen Mangan Eisen Mangan 


0,02 0,05 0,02! 0,04 0,00 0,04 0,03 0,07 
Oyatein 2... } 1,13 || 1,41 1,39) 1,03 | 1,75 | 1,41 1,27 | 1,10 
SH-Glutathion . || 0,40 | 1,17 0,97; 1,00 | 0,31 , 0,67 ) 0,10 0,32 
Thioglykolsaure Lie 132 1,14| 1,05 | 1,75 | 1,89 || 1,28 | 1,11 


a ore 0,24*| 1,10*|— 0,02; 0,93 0,00 0,59 . 0,49 
Ascorbinsaure .. || 0,26 | 0,24 ae a es aoe 
NagSOQy .:..%).-: 0,17 || 0,23 0,38; — 0,10 0,06 


* An Stelle von Eisen Mangan. 


3a. Die Menge des Metalls. 

Bei der Ermittlung der zur maximalen Wirksamkeit notwendigen 
Menge Metall fanden wir unter den von uns angewandten Bedingungen, 
daB 5,6 y Eisen (d. s. m/50000) dazu gerade ausreichen und 1,4 y Eisen 
(d. s. m/200000) noch eine 40- bis 50°(ige Wirksamkeit hervorrufen. 
Bei Mangan liegt im allgemeinen die Grenze etwas darunter, und zwar 
bei m/25000 bzw. m/100000. Dieses Ergebnis steht in bemerkenswerter 
Ubereinstimmung mit dem bei den Dipeptidasen erhaltenen. Als Beleg 
fiihren wir einige unserer Versuchsreihen in Tabelle XX an. 


1 Vgl. XII. Mitt., diese Zeitschr. 802, 332, 1939, und zwar 8. 350. 

















30 E. Maschmann: 


Tabelle XX. Die Menge des Eisens. 
Enzympraparate: I. Histolyticus-LGG.-Praparat, Darstellung 3; 11. Histo- 
lyticus-GGG.-Praparat, Darstellung 4; III. Botulinus-D-Praparat, Dar- 
stellung 4. 


Zusatzstoffe: Konzentration des Cysteins im Versuch: m/250. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 1 Std 
durch Priiparat 


Aktiviert mit m/Konz. Eisen 





I i Ill 
LGG. GaGa. LGG, GaGa. 
m/500 1,19 0,13 . 
1 000 1,30 0,54 1,23 1,67 
2 500 1,05 - 
5 000 1,30 1,09 1,27 1,72 
10 000 Le 1,05 1,30 1,71 
eee 25 000 1,28 1,12 1,28 1,68 
Cystein- Fisen 50 000 1,29 1.10 1,24 1,59 
75 000 137 — 
100 000 0,91 0,91 1,10 1,16 
200 000 0,71 0,44 0,76 0,88 
500 000 0,32 
- 0,03 0,00 0,18 0,11 


3b. Die Menge des Cysteins. 

Um die zur maximalen Wirksamkeit notwendige C ystein-Konzen- 
tration wenigstens einigermaBen genau bestimmen zu kénnen, mubte 
Mangan benutzt werden, weil Cystein in dessen Gegenwart weniger 
autoxydabel ist als in Anwesenheit von Eisen. Dadurch konnte einer 
Abnahme der SH-Konzentration durch auBere Faktoren wahrend des 
Versuchs am besten begegnet werden. Da der im Verdauungsansatz 
(Wasser, Enzym- und Substratlésung) geléste Sauerstoff bei unserer 


Tabelle XXI. Die Menge des Cysteins. 
Enzympraparate: I. Botulinus-B-Praparat, Darstellung 2; II. Histolyticus- 
GGG-Praparat, Darstellung 3. 

Zusatzstoffe: Konzentration im Versuch: Mangan m/5000, Cystein in 
Tabelle angegeben. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) nach 1 Std. 
dureh Priparat 


Aktiviert mit ba F ; : I 
LGG. AGG. GGG. 
m/125 113 0,98 1,07 
‘ | 250 1,14 1,02 1,05 
; a 500 1,07 0,90 0,93 
Mangan-Cystein ..... 1000 | 0.98 0.72 0.65 
2000 0,50 0,50 0,42 
0,07 0,05 0,02 


CHURNED ita 5 veneer e e 250 0,05 0,09 0,00 





isto- 
Dar- 


en- 
Bte 
ger 
ner 
des 
atz 
Ter 


*US- 


in 








Uber Bakterienproteasen, XVI. 3l 


Versuchsanordnung nicht vorher, sondern erst durch das Cystein 
entfernt wird, war in Wirklichkeit die darin vorhandene SH-Kon- 
zentration etwas geringer als die angegebene. Unter diesen Bedingungen 
beginnt die Wirksamkeit unterhalb m/500 Cystein schon merklich nach- 
yo 


zulassen, bei m/2000 betragt sie nur noch 40 bis 5 der maximalen 
/ 5 oO 


(vgl. Tabelle XX1). 


4. Lie Wirkung der einzelnen Komponenten. 


Wie die Ergebnisse der Tabelle XXII zeigen, rufen weder Eisen 
noch Mangan noch Cystein allein eine nennenswerte Aktivitat hervor. 


Tabelle XXII. Die Wirkung der einzelnen Komponenten. 
Enzympraparate: I. Dialysierte Bouillonkultur des B. histolyticus; II. Histo- 
lyticus-LGG.-Praparat, Darstellung 3; II]. Botulinus-B-Praparat, Dar- 

stellung 2; IV. wie III, nur die doppelte Menge Enzym. 
Versuchsdauer: 3 Stunden bei Praparat I, 1 Stunde bei Praparat IT, IT 
und IV. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) durch Priiparat 


Zusiitze m/Konz. I il il IV 
GGG. LGG LGG. AGG. 
0,18 0,11 0,22 0,08 
Eisen m/500 * 0,21 
re m/5000 0,19 0,09 0,18 0,06 
Mangan m/500 0,24 - 
ws m/5000 0,20 0,15 0,21 0,08 
Cystein m/260 0,07 0,04 0,06 0,08 
Eisen-Cystein m/5000/250 1,38 1,18 1,24 1,44 
Mangan-Cystein m/5000/250 1,17 1,02 1,10 1,23 


* Ansatz wird allmiihlich hellgelb und es scheidet sich Ferrihydroxyd ab. 


ja. Der Einflup von HCN oder H,S auf die aktiven Aminopolypeptidasen. 


Blausdure hemmt die mit Hisen-Cystein vorbehandelten Amino- 
polypeptidasen genau so wie die Dipeptidasen!, und zwar augenblicklich. 
Zur vollstaindigen Inaktivierung bedarf es, wie aus Tabelle XXIII 
hervorgeht, etwas mehr als 6 Mol. Blauséure auf 1 Atom Eisen. Das 
Eisen wird hierbei so komplex gebunden, daB es nun fiir das Enzym- 
system unverwertbar ist: Schon rein auBerlich weist die nach Zu- 
satz von HCN rasch auftretende schwach gelbe Farbe in der 
Lésung auf die Bildung von Ferrocyankalium hin. Die Hemmung 
ist reversibel: sie 1aBt sich namlich durch neuerlichen Zusatz von 
iiberschiissigem Metall (Eisen oder Mangan) so gut wie vollstandig 
riickgingig machen. 


' XIT. Mitt., diese Zeitschr. 302, 332, 1939. 
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Tabelle XXIII. Der Einflu8 von Blausadure auf die (aktiven) 
Peptidasen. 
Versuchsbedingungen: Botulinus-B-Praparat, Darstellung 2, wurde mit 
Kisensulfat und Cystein 2 Stunden bei 40° vorbehandelt. Dann erfolgte der 
Zusatz von Blausiure und kurz darauf der des Substrats. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
nach 1 Std. 


Priiparat vorbehandelt mit Zusatz 
LGG. 
0,50 cem m/50 HCN 0,06 
OA0 mi . 0,17 
m/250 Cystein —m/5000 Eisen 0,30 , m/50 ,, 0,95 
0.90. ..,. mib0'.., 1,10 
pa 1,32 





Zum Unterschied zu den mit Eisen-Cystein aktivierten Peptidasen 
werden die mit Mangan-Cystein bzw. Mangan-H,8 aktivierten durch 
HCN nicht nennenswert beeinfluBt (Tabelle XXIV). 


Tabelle XXIV. Reversible Inaktivierung der Peptidasen durch 
Blausaure. 

Enzympriparate: I = ein aus Histolyticuskultur nach Beispiel 3 auf 8. 15 

dargestelltes LGG.- und AGG.-spaltendes Praiparat; II. = ein aus Histo- 

lyticuskultur nach Beispiel 3 dargestelltes GGG.-spaltendes Priparat; 


III. = Botulinus-B-Aminopolypeptidase nach Beispiel 2 auf S. 18 
dargestellt. Beim AGG.-Versuch wurde die doppelte Enzymmenge ge- 
nommen. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 

nach 1 Std. durch Priparat 
ri ,, > a SS 
Priparate oe It seats 2. Zusatz | ; i — 


LGG. GGG. LGG. | AGG. 


0,03 0,00 0,02 0,03 





“= 1,71; 1,53 1,27) 1,61 

m /250-m/5000 m/500 HCN te — 0,01 0,02 —0,03 0,00 

Cystein- Eisen | m/500 ,, m/1000 Eisen 1,41; 1,29 122) 147 

| m/500_ sé, m/1000 Mangan || ~ 1,24 

m/250-m/5000 | o- 1,32} 1,19 1,08) 1,39 

Cystein-Mangan | m/500 HCN - 1,27; 1,14 1, 1,33 

H,8-Mangan | a Be 1,02' 1,33 Si: i 
a 8 || m/500 HON ie 1,00 1,30 


Fiigt man zu den mit FHisen-Cystein aktivierten Peptidasen 
Schwe felwasserstoff, so fallt sofort Eisensulfid aus und jegliche Spaltung 
ist unterbunden, d.h. die Enzyme sind wieder unwirksam geworden, 
wie durch ein Beispiel in Tabelle XXV belegt wird. 
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Tabelle XXV. Der EinfluB von Schwefelwasserstoft 
auf die aktiven Peptidasen. 
Enzympriparat: Dargestellt nach Beispiel 2 auf 8.14 aus Histolyticus- 
Kulturfiltrat, 





basse aa Susste ie Soattatg (ecm n 20 K OH) nach 3 Std. 

LGG. GGG. aaa. 

PME 2A Gas erdesinoas — 1,47 | 1,10 1,22 
Se ea H,S —002 | O01 0,02 
AUG Re a renee 1,24 0,98 1,03 
gaa ot Sem il H,$ 1,2 | 0,98 0,99 


5b. Das Verhalten der aktiven Aminopolypeptidasen gegeniiber 
Carbonylreagenzien. 

In der XIIT. Mitteilung dieser Reihe! wurde gezeigt, daB die 
aktiven Dipeptidasen obligater Anaerobier durch Carbonylreagenzien 
wie Hydrazin, Phenylhydrazin, Hydroxylamin und Semicarbazid keine 
WirkungseinbuBe erfahren, selbst wenn man sie vor dem Zusatz des 
Substrats 1 Stunde bei 40° im UberschuB auf die aktiven Enzyme ein- 
wirken laBt. Wir haben daraus auf die Abwesenheit einer fiir die Spaltung 
wesentlichen Carbonylgruppe in den Anaero-dipeptidasen geschlossen. 
Zum selben Ergebnis fiihrten gleichartige Versuche mit den Amino- 
polypeptidasen, von denen einige in Tabelle XXVI aufgefiihrt sind. 
Demzufolge 1aBt sich auch in den Anaero-aminopolypeptidasen keine an 


Tabelle XXVI. Der EinfluB von Carbonylreagenzien., 
Enzympriparate: I bis III wie in Tabelle XXIV. 
Zusatzstoffe: Konzentration im Versuch: Eisen-, Mangansulfat, Cystein 
wie iiblich; Hydrazin, Phenylhydrazin, Semicarbazid und Hydroxylamin 
m/100. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 1 Std. 
durch Priiparat 


Dauer |-———_——__————— 
in Std. I Il iil 


Priiparate 


vorbehandelt mit Nachbehandelt mit 


LGG. AGG. GGG. LGG. AGG. 





Cystein- Eisen -- 1,25 | 1,50 || 0,95 1,23 | 1,5 
is Hydrazin I 1,21 - 1,02 | 1,30 | 1,49 
is Phenylhydrazin 1 1,28 _ 1,05 | 1,28 | 1,47 
9 Semicarbazid 1 1,34 1,10 || 1,18 | 1,51 
Cystein- Mangan 0,78 | 141 0,77 || 1,10 | 1,33 
‘a Hydroxylamin 1 0.75 1,386 , 0,69 1,07 1,36 
Hydrazin Cystein-Eisen 3 | 1,30 | 1,68 | 0,98 | 
Phenylhydrazin pa 8 | 0,02 | 0,73 10,24 | — 
Semicarbazid sf i 1,39 | 1,46 || 0,95 


Hydroxylamin 


Cystein-Mangan 3 


0,70 1,383 | 0,66 


1 Vgl. XIII. Mitt., diese Zeitschr. 308, 145, 1939. 
Biochemische Zeitschrift Band 307. 
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der Spaltung wesentlich beteiligte Aldehyd- oder Ketogruppe nach- 
weisen, 

Behandelt man aber die inaktiven Enzympraparate mit Carbonyl- 
reagenzien, d.h. also noch vor ihrer Aktivierung mit Ferrosulfat und 
Cystein, so werden sie durch Phenylhydrazin so geschadigt, daB die 
nachfolgende Aktivierung nur zu schwach wirksamen oder sogar unwirk- 
samen Praparaten fiihrt. Dagegen werden die mit Hydrazin, Hydroxy! 
amin und Semicarbazid behandelten inaktiven Praparate durch Nach- 
behandlung mit Ferrosulfat und Cystein noch maximal wirksam. Auch 
diese Beobachtung gleicht der schon friiher bei den Dipeptidasen 
gemachten, Die Zerst6érung der inaktiven Aminopolypeptidasen durch 
Phenylhydrazin fiihren wir auf oxydative Vorgange zuriick und nicht 
z. B. auf eine Hydrazonbildung, d.h. auf die Blockierung einer im 
inaktiven Enzym vorliegenden Carbonylgruppe, die bei der Aktivierung 
vielleicht in eine alkoholische Gruppe iibergefiihrt werden kénnte. 

Bei den Versuchen mit Hydroxylamin muBte an Stelle von Eisen 
Mangan genommen werden, da Cystein und Hydroxylamin in Gegen- 
wart von Eisen rasch miteinander reagieren!. 

Bei der Ausfiihrung obiger Versuche habe ich mich der ebenso eifrigen 
wie geschickten Hilfe von Frl. Ruth Frey erfreut, wofiir ich ihr auch hier 
besten Dank sage. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird sehr wahrscheinlich gemacht, da zweiwertiges Eisen 
ein integrierender Bestandteil auch der ,,Aminopolypeptidase** anaerober 
Bakterien ist. 

2. Es wird bewiesen, daB die ,,Anaero-aminopolypeptidase™’ ein 
je nach Herkunft — wechselnd zusammengesetztes Gemisch mehrerer 
substratspezifischer Enzyme ist. 

3. Anaero-di- und -aminopolypeptidasen sind gleich aufgebaut, 
haben das gleiche Co-Enzym, unterscheiden sich aber in ihren Apo- 


enzymen, 


' Vgl. XIII. Mitt., diese Zeitschr. 308, 145, 1939. 
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Uber die Natur der himorrhagischen Diathese 
bei Cholimie. 
Von 
H. Dyckerhoff und R. Marx. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 11, Oktober 1940.) 


Bei seinen Untersuchungen iiber den Sterinstoffwechsel machte 
H. Dam‘ 1929 die wichtige Entdeckung, da Kiicken, die mit einer 
bestimmten Mangeldiat gefiittert werden, nach wenigen Wochen eine 
starke Neigung zu subcutanen und intramuskularen Blutungen zeigen. 
Als Ursache der Blutungen wurde bald eine Stérung im Gerinnungs- 
system der Tiere erkannt, die sich in stark verlangerter Blutgerinnungs- 
zeit manifestiert?. Die hamorrhagische Diathese erwies sich als echte 
Avitaminose, denn die Zugabe eines accessorischen Nahrungsbestand- 
teils, spiter Vitamin K genannt*, heilte die Erkrankung vollstandig. 

Das Blutgerinnungssystem der Saiugetiere wird durch Vitamin K- 
freie Kost nur wenig gestért. Die Darmbacterien dieser Tierklasse 
wurden als Vitamin K-Bildner erkannté. 

In der Folgezeit konnte die wichtige Feststellung gemacht werden. 
daB auch beim Sauger eine starke Beeinflussung des Blutgerinnungs 
systems mdéglich ist, und zwar dann, wenn die durch Choledochus- 
verschluB bedingte Fettresorptionsstérung den Ubertritt des fettlés- 
lichen Vitamin K in die Blutbahn verhindert 5. Dieser Befund bildet 
die wichtigste experimentelle Grundlage fiir die im Schrifttum 6 allgemein 
herrschende Ansicht, daB8 die mit Cholimie verbundene Blutungs- 
neigung als echte Avitaminose anzusehen ist. Das Vitamin K gilt 
als integrierender Faktor der Prothrombinbildung. Daher fiihrt sein 
Fehlen zu Prothrombinmangel und damit zur Verminderung der Ge 
rinnungskraft des Blutes. 


1 H. Dam, diese Zeitschr. 215, 475, 1929. 2 W. B. Hawkins u. kK. M. 
Brinkhous, J. exp. Med. 68, 795, 1936; H. Dam, F. Schoenheyder u 
R. Tage-Hansen, Biochem. J. 30, 1075, 1936. 3H. Dam, F. Schoenheyder, 
Nature 135, 652, 1935. 4 J. H. Almquist u. E. L. R. Stockhead, J. ot 
Nutrition 12, 329, 19386. — > K. M. Brinkhous, H. P. Smith, E. D. Warner. 
Amer. J. of. Med. Sciences 196, 50, 1938; J. of the Amer. Med. Assoc, 112, 
1898, 1939; F. Koller u. F. Wuhrmann, Klin. Wochenschr. 31, 1058, 1939: 
J. Caroli, H. u. B. Laverque u. B. Bose, Paris Medical 28, 75, 1939. 

6 Stepp, Kiihnau, Schroder, Die Vitamine und ihre klinische Anwendung 
Stuttgart, Verlag F. Enke, 1939. 
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Es ist fiir die folgenden Uberlegungen unerheblich, ob man, in Uberein- 
stimmung mit der klassischen Blutgerinnungslehre, Prothrombin als ge- 
geben annimmt, oder ob man das Blutgerinnungsferment als intravaskulir 
fertig gebildet, aber gehemmt, betrachtet. 

Dem ,,Prothrombin**-Mangel wiirde ,,Thrombin‘'-Mangel entsprechen. 
Des besseren Versténdnisses halber werden wir im folgenden die Bezeichnung 
» Prothrombin‘: beibehalten, verstehen jedoch unter diesem Begriff ,,ge- 
hemmtes Thrombin“. 

Es ist haufig beschrieben worden, dafi auch Erkrankungen der 
Leber die Gerinnungskraft des Blutes erheblich verringern kénnen, und 
zwar auch in Fallen, in denen Fibrinogenmangel allein die Gerinnungs- 
stérung nicht verursacht haben kann. 


So fiihrt die Schaidigung der Leber mit spezifischen Giften, wie z. B. 
mit Phosphor! oder Chloroform ?, stets zur Verlangerung der Blutgerinnungs- 
zeit der Versuchstiere. Eine quantitative Beziehung zwischen der Schwere 
der Lebererkrankung und der Gr6éBe der Blutgerinnungsverlingerung 
konnte allerdings bisher nicht ermittelt werden. 

Occlusion bzw. Obturation des ductus choledochus verursacht be- 
kanntlich haufig starke Zerst6rungen des Leberparenchyms. Wir sahen 
an unseren Versuchstieren Leberschiden bald nach der Unterbindung des 
Gallenganges, die sich in einigen Tagen zu einer bilidéren Cirrhose individuell 
verschieden starken AusmaBes entwickelten. Klinisch ergibt sich daraus die 
Forderung, neben der Vitamin K-Applikation die iibliche Leberstiitztherapie 
nicht zu vernachlassigen. Bemerkenswert ist, daB sich die durch ab- 
sichtliche Leberschaidigung mit Chloroform hervorgerufene Stérung im 
Blutgerinnungssystem durch hohe Vitamin K-Dosen giinstig beeinflussen 
laBt, obwohl hier Vitaminmangel nicht als Grund der Gerinnungsstérung 
angenommen werden kann. 

In einigen Fallen beobachteten wir schon 3 Tage nach der Unterbindung 
des Gallenganges Blutgerinnungsstérungen, die wegen der Kiirze der Ent- 
stehungszeit nur schwer als Avitaminose angesehen werden kénnen. Viel- 
leicht ist hier neben dem Thrombinhemmungskérper ein Leberschaden, 
hervorgerufen durch die Narkose, verantwortlich fiir die St6érung des Blut- 
gerinnungssystems. Ebenso scheint uns die Beobachtung bemerkenswert 
und mit der Annahme einer reinen Avitaminose nicht vereinbar, daB ein 
Versuchstier, das die Operation iiber 2 Monate iiberlebte, auf eine sehr 
hohe parenterale Vitamin K-Gabe nicht mehr mit Verkiirzung der Ge- 
rinnungszeit des Blutes reagierte. 

Man kann sich vorstellen, daB im Spitstadium der Cholamie die Leber 
irreversibel geschadigt ist. Brinkhous, Smith u. Warner® haben eine ahnliche 
Beobachtung an zwei schwer lebergeschadigten Patienten gemacht. 

Neben dem Fehlen des Vitamin K sind die cholamischen Blutgerinnungs- 
stérungen zweifellos verursacht durch Schiden des Lebergewebes, die ihren 
Grund in dem gestérten AbfluB der Gallenfliissigkeit und nicht in Vitamin K- 
Mangel haben. Wieweit dabei auch eine Schadigung der Fibrinogenbildungs- 


1 H. Dyckerhoff u. W. Pretsch, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 107, 497, 
1940. — ® Warner, Brinkhous u. Smith, Amer. J. Physiol. 114, 667, 1936 
und J. exper. Med. 66, 801, 1937. — * Warner, Brinkhous u. Smith, 1. ¢. 

4 K,. Wildgans, Arch. f. klin. Chir. 142, 698, 1927; R. Mario, Ann. ital. 
Chir. 6, 1015, 1927; Morawitz u. Bierich, Arch. f. exper. Path. 56, 115, 1906. 
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stitte, die in der Literatur sowohl behauptet, wie bestritten wird4, und 
damit eine Hypinose des Blutes auftreten kann, und ob sich diese durch 
Vitamin K_ beeinflussen 1laBt, sollen weitere Untersuchungen klarstellen. 
Die Annahme, da8B auch bei Lebererkrankungen mit intaktem GallenabfluB 
die K-Vitaminresorption gestért ist, kann wegen ihrer geringen Wahr- 
scheinlichkeit auBer acht gelassen werden. 

Prothrombinmangel im Blute wird in der gesamten Literatur als 
eindeutiges und charakteristisches Merkmal fiir die K-Avitaminose 
angesehen. Zur Ermittlung des Prothrombinspiegels im Blute hat 
(Juick! eine Methode angegeben, nach deren grundlegendem Prinzip 
auch alle anderen Autoren arbeiten. Die Blutprobe wird durch Zugabe 
von Oxalationen ungerinnbar gemacht und zur Auslésung der Gerinnung 
gleichzeitig mit dem Calciumoptimum und einem UberschuB von 
Thrombokinase versetzt. Zeigt eine derartige Blutprobe gegeniiber 
der Norm verlangerte Gerinnungszeit, so wird das durch Prothrombin- 
mangel erklirt. Theoretisch wird diese Annahme wie folgt begriindet : 
Wenn ein Gerinnungssystem ausreichend Fibrinogen enthalt, was ja 
analytisch leicht feststellbar ist, und man diesem System einen Uber- 
schuB von Thrombokinase zusetzt, so mu} die Ursache einer Gerinnungs- 
verlangerung Prothrombinmangel sein. Diese Annahme ist jedoch 
nur dann zwingend, wenn in einem Gerinnungssystem keine gerinnungs- 
hemmenden Substanzen vorhanden sind, oder aber nur solche, deren Hem- 
mungswirkung durch den Thrombokinaseiiberschu8 aufgehoben wird. 

Solange also nicht nachgewiesen wird, dal} die Thrombokinase 
den Einflu8 aller etwa vorhandenen Gerinnungsinhibitoren zu kompen- 
sieren vermag, ist der exakte Beweis fiir einen Prothrombinmangel 
im Blute nach der Quickschen Methode nicht zu erbringen, denn fiir die 
Gerinnungsverlingerung kénnen stets Inhibitoren verantwortlich sein, 
die durch Thrombokinase nicht beeinfluBt werden. 

Gerade bei der Untersuchung cholimischen Blutes ist jedoch die 
Beriicksichtigung von Gerinnungsinhibitoren von grundlegender Be- 
deutung, denn die blutgerinnungshemmenden Eigenschaften einer 
groBben Reihe von Inhaltsstoffen der Gallenfliissigkeit, die bei Cholamie 
in die Blutbahn iibertreten, ist ja bekannt. Leider ist es uns bisher 
nicht gelungen, die intravasal gerinnungshemmende Wirkung eines 
Galleninhaltsstoffes oder auch der Gallenfliissigkeit nachzuweisen. Die 
schlechte intravenése Vertraglichkeit der Gallenfliissigkeit und die 
Vielzahl ihrer Bestandteile erschweren diese Untersuchungen _ be- 
deutend. 

Wir haben nun in Modellversuchen, die ganz nach dem Prinzip der 
(uickschen Prothrombinbestimmungsmethode aufgebaut waren, die 

1 J. Quick, Amer. Med. Ass. 110, 1658, 1938; derselbe, J. Biol. Chem. 
119, 73, 1937; derselbe, Amer. J. Physiol. 114, 282, 1939. 




















38 H. Dyckerhoff u. R. Marx: 


Fragen zu klaren versucht, ob ein ThrombokinaseiiberschuB die ge- 
rinnungshemmende Kraft einiger bekannter Inhibitoren auszuschalten 
vermag. Geringe Inhibitorenkonzentrationen, die im thrombokinase- 
freien Oxalatplasma-Calcium-System noch Gerinnungsverlangerungen 
hervorrufen, werden durch groBe Thrombokinasemengen ausgeschaltet. 
Bei Erhéhung der Hemmungskérperkonzentration bis zu Mengen, 
mit deren Anwesenheit in der Blutbahn stets gerechnet werden mub, 
ist die Thrombokinase nicht mehr in der Lage, die Gerinnungszeit auf 
die Norm zu reduzieren. 

Unsere Modellversuche haben demnach gezeigt, daB die Thrombo- 
kinase kleine Mengen von Hemmungskérpern zu kompensieren vermag. 
Auch in Gegenwart eines groben Thrombokinaseiiberschusses kénnen 
jedoch gréBere Inhibitorenmengen ihre Hemmungswirkung ausiiben. 
Wenn also in der Literatur ein Prothrombinmangel festgestellt ist. 
so kann diese Angabe auch bedeuten, da das Blut zwar geniigend 
Prothrombin, jedoch durch Thrombokinase nicht ausschaltbare Hem- 
mungskérper besitzt. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, ob sich im Blute von Tieren. 
denen der Gallengang unterbunden worden war, ein blutgerinnungs- 
hemmender Stoff befindet. Es ist bekannt, daB jedes Serum ein Anti- 
thrombin! enthalt, welches sich, besonders nach Hitzeinaktivierung 
des Serumthrombins eindeutig nachweisen laBt. 

Den Antithrombingehalt des Serums cholamischer Tiere fanden 
wir in allen Fallen gegen die Norm stark erhéht. Sogar bei operierten 
Tieren, deren Blutgerinnungszeit noch normal war, war das Serum- 
antithrombin stark vermehrt, ein Ergebnis, das ein Analogon darstellt 
zu den Befunden, die wir in einer friiheren Arbeit an anaphylaktischen 
Tieren erheben konnten2. 

Wir sind damit beschaftigt, die Eigenschaften dieses Hemmungs- 
kérpers zu ermitteln, und seine Beziehungen zur cholamischen Blut- 
gerinnungsstérung zu klaren. 


Experimenteller Teil. 


A. Verwendete Priaparate. 


1. Synkavit-Praiparat 4423/25 und 4423/27 Hoffmann-La Roche. 
2. Karan Merck. 

3. Cebion Merck. 

4. Glutathion, kristall., analysenrein. Schmelzpunkt 192°C. 


5. Katalysin (Dr. Georg Henning, Berlin). 


1 BE. Wohlisch, Erg. Physiol. u. Path. 28, 443, 1928. 2 H. Dyckerhoff 
u. G. Ruhl, diese Zeitschr. 3808, 316, 1940. 
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6. Standard-Thrombinpraparat, hergeéstellt nach Dyckerhoff und 
Kiirten}. 

7. Thrombokinase wurde in folgender Weise dargestellt : 

a) Schweinehirn wurde mit Aceton-Ather getrocknet. 300 mg 


dieses monatelang haltbaren Trockenproduktes werden mit 5 cem 
physiologischer Na Cl-Kochsalzlésung 30 Minuten bei Zimmertemperatur 
extrahiert und dann filtriert. Das milchig triibe Filtrat wurde als 
Thrombokinase verwendet. 

b) Stierhoden wurde von den Fascien befreit und durch die Fleisch- 
maschine getrieben. Der Brei wurde im Verhaltnis 1 : 10 mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung extrahiert und im Eis aufbewahrt. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wurde als Thrombokinase verwendet. 


B. Angewendete Methoden. 


I. Bestimmung der Gerinnungszeit durch Recalcifizieren von ver- 
diinnten Oxalatplasmen. Zu je 100 ccm physiol. Kochsalzlésung werden 
5 cem 2° ige Ammoniumoxalatlisung hinzugefiigt. 7 ccm dieser Lésung 
werden in einer graduierten 10 ccm-Injektionsspritze aufgezogen, die 
man dann durch Venenpunktion mit 3 ccm Blut auffiillt. Nach Blut- 
entnahme mu sofort vermischt werden. Das Oxalatplasma kann im 
Kiihlschrank bis zu 6 Stunden aufbewahrt werden. Man zentrifugiert 
10 Minuten bei 3000 Touren, gieBt das iiberstehende Plasma ab und 
zentrifugiert dieses nochmals 15 Minuten. Das so gewonnene Plasma 
kann im Kiihlschrank 24 Stunden, von der Blutentnahme an gerechnet, 
altern. Zur Bestimmung der Gerinnungszeit gibt man stets 2 cem 
Plasma in ein kleines Reagenzglas, und wirmt im Thermostaten bei 37° C 
5 Minuten an. Dann fiigt man 0,2 cem einer Calciumchloridlésung, die 
3,5 mg Calciumionen im cem enthalt, zu und stoppt die Zeit der Calcium. 
zugabe. Das Reagenzglas belaiBt man in einem Thermostaten bei 37° C. 
Wenn man das Reagenzglas von Zeit zu Zeit schiittelt, so erkennt man 
den Gerinnungseintritt leicht an der Fibrinbildung. Die durch Ca-Oxalat 
gleichmaBig getriibte Versuchsmischung wird beim Gerinnungspunkt 
klar, weil das gebildete Fibrin das Calciumoxalat mitreiBt. Die Fehler- 
grenze der Methode liegt bei +. 5 Sekunden bei Reihenbestimmungen 
am gleichen Plasma. Die normale physiologische Schwankungsbreite 
der Gerinnungszeit fiir Kaninchenblut liegt zwischen 1/. und 5 Minuten, 
wobei beim Normalkaninchen Werte von 3'30” bis 5’ als seltenere 
Streuwerte zu bezeichnen sind. 

II. Bestimmung der Gerinnungszeit eines mit Thrombokinase ver- 
setzten, verdiinnten Oxalatplasmas durch Recalcifizieren. 2 ccm eines 
nach BI hergestellten Plasmas werden mit 0.1 cem eines nach A. 7 a) 


' H. Dyckerhoff u. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1938. 
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bzw. b) hergestellten Thrombokinaseextraktes versetzt und anschlieBend., 
wie bei BI beschrieben, recalcifiziert. Die Kalkzugabe wird als Ge- 
rinnungsanfang gestoppt. Ein Normalplasma wird stets mitbestimmt, 
da die Thrombokinasestarke der Extrakte noch zu sehr schwankt. Mit 
der Herstellung einer haltbaren Trockenthrombokinase sind wir be- 
schaftigt. 

III. Hemmungswirkung des Serumantithrombins im Gerinnungs- 
system Thrombin; MgSO,-Plasma. Als Substrat dienten 2 ccm eines 
1:10 verdiinnten MgSQO,-Rinderplasmas (9 Teile Aqua dest.), das 
7°, wasserfreies MgSO, enthalt (siehe Dyckerhof{f und Goossens1). Die 
Fermentlésung (stets 1 mg Standardthrombin in 1 ccm Aqua dest. 
gelést) wird im Thermostaten 3 Minuten vorgewarmt, desgleichen die 
gewiinschte Menge Antithrombinlésung. Beide werden dann vermischt 
und sogleich zu 2cem vorgewirmtem MgSO,-Plasma gegeben, dem 
auBerdem vorher noch so viel Wasser zugesetzt wird, daB nach der 
Vermischung mit der Fermentantikérperlésung ein Gesamtvolumen 
von 4ccm entsteht. Als Bezugsgr6éBe dient die Gerinnungszeit, die 
Img des unter A6_ beschriebenen Standardthrombins hervorruft. 

IV. Hemmungswirkung bekannter Inhibitoren im Gerinnungssystem 
Oxalatplasma/Ca”. Zu 2cem eines Rinderoxalatplasmas werden die 
gewitinschten Mengen bekannter Inhibitoren und Thrombokinase nach- 
einander zugesetzt, dann durch Zugabe von 0,1 ccm einer Ca Cl,-Lésung. 
die 10 mg Calciumionen im cem enthalt, zur Gerinnung gebracht. Das 
Rinderoxalatplasma wurde hergestellt, wie von Dyckerhoff, Goossens 
und Schwandke2 beschrieben. 


C. Versuchsergebnisse. 

I. Der Kinflug der Chloroformvergiftung des Kaninchens auf dic 
Blutgerinnung. Beeinflussung durch Blutentnahme und parenteral 
Vitamin K-Injektionen. Mit Chloroform behandelt wurden bisher 
13 Kaninchen, die durchschnittlich 3 kg schwer waren. Es zeigte sich 
eine sehr groBe Differenz der individuellen Chloroformtoleranz und bei 
einem Teil der Tiere eine sehr auffallige Toleranzzunahme mit der 
Chloroformapplikation. Nach subcutaner Gabe von 4 bis 8 ccm Chloro- 
form trat nach 1 bis 2 Wochen bei den Tieren, die diese Zeit tiberlebten. 
eine starke Verlingerung der Blutgerinnungszeit auf. Wurde nicht 
weiter Chloroform gegeben, dann bildete sich nach durchschnittlich 
2 bis 3 Tagen diese Verlangerung wieder zur Norm zuriick. Bei einem 
Teil der Tiere konnte, nachdem auf diese Weise die Gerinnungszeit 
zur Norm zuriickgekehrt war, durch weitere starke Chloroformdosen 
kein nochmaliges Ansteigen der Gerinnungszeit erzielt werden. Es 


' H. Dyckerhoff u. Goossens, Zeitschr. f. exper. Med. 299, 438, 1939. 
— * Dyckerhoff, Goossens u. Schwandke, Zeitschr. f. exper. Med. 105, 
145, 1939. 
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war eine offensichtliche Resistenz eingetreten, die sich auch sichtlich 
darin auBerte, daB die Tiere auf die Injektion nicht mehr mit deutlichen 
Symptomen des gestérten Allgemeinbefindens reagierten (beschleunigte 
Atmung, Stillsitzen usw.). Bei anderen Tieren aber war durch weitere 
Chloroformgaben die Gerinnungszeit wieder zu verlingern. <Auffallig 
und noch nicht sicher geklart war eine milchige Triibung des Plasmas 
und Serums der einige Tage mit Chloroform behandelten Tiere. Es 
wurde festgestellt, daB schon mehrmalige Blutentnahmen allein im 
Verlaufe von 1 bis 4 Stunden eine Verkiirzung der durch Chloroform- 
einwirkung verlangerten Blutgerinnungszeit des Kaninchens auf die 
Norm hervorrufen kénnen. Die Verkiirzung weicht nach 24 Stunden 
wieder der urspriinglichen Verlaingerung. 


Tabelle [. Verkiirzung der Blutgerinnungszeit des chloroform- 
vergifteten Kaninchens durch Blutentnahme allein. 





1 toes Methode I Methode IX der Mothede Tl 
. Bntnehme ........ — 158° 230 120 
% SE! ec ae vad 90 Min. 155 130 125 
§. a orks See ey, P i) ae 550 250 125 
4. Oe lee A 240 pe 545 205 125 
5. ease. Bey AG re a Sal ie 24 Std. 1410 200 135 
1. Entnahme ........ -- 85° 125 190 
2. Bae! Ole ee ad 15 Min. 750 125 p10 
3. ehh Cyne 46°... 310 12° 110 
4. eae a alae g? i 135 Qe 11° 
5. age he ie ane 24 Std. 830 130 1% 
1. Entnahme ........ 720 120 195 
a. ER il ges ian 150 Min. 149 100 (55 
3. Sat Siar end 36 Std. 820 (50 (35 


Diese Feststellung bietet eine Erklarung fiir viele in der Literatur 
beschriebenen Gerinnungszeitverkiirzungen. Mit der Deutung der Natur 


dieses Phinomens sind wir beschaftigt. 


Tabelle 11. Wirkung parenteraler, hoher Vitamin K-Dosen aut 
die verlangerte Blutgerinnungszeit von chlorotormvergifteten 
Kaninchen. 





Zeit nach 0-Wert der 


Injektion Entnahme ¢ Ieninahime Methode I Methode II Methode I 
2 Amp. 1. Entnahme 850 200 120 
Karan 2. i 1 Tag 04 0% Ot 
i. m. 3. Bt 2 Tage 055 Q85 jo 
2 Amp. 1. Entnahme 820 (50 08 
Karan 2. a 1 Tag ot - 
i. m. 3. “ 2 Tage 139 115 100 
1. Amp. 1. Entnahme 1445 2% 190 
Synkaviti.v. 2. i 1 Tag 7% 135 0 
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Um eine Wirkung von Vitamin K unter diesen Umstainden mit 
Sicherheit feststellen zu kénnen, wurde nach Festlegung des Ausgangs- 


wertes der Gerinnungszeit am 1. Tag des Auftretens einer Verlangerung 
Vitamin K parenteral injiziert und nach 1 bzw. mehreren Tagen wieder 


bestimmt. 
Kin ungefahres Bild des Verlaufs der Chloroformintoxikation in 
bezug auf die Blutgerinnung gibt die folgende Tabelle IIT. 


Tabelle II]. Verlauf der Chloroformvergiftung des Kaninehens 
in bezug aut die Blutgerinnungszeit. 





Tage Chloroforminjektion Methode I Methode II vim Ae sear Ti 
l 1 ecem 310 115 110 
» OD. . - 
3 0.5 ae 150 110 115 
4 05°; _ 
5 l ” 

6 OB... - 

7 0,5 ., 120 190 100 
8 “ 

9 1 ks - 

10 C522 — 

11 Oho 10 115 Q55 

12 : 

13 

14 1b ,, 450 — 

15 1,5 a 153° 230 129 

16 - 1410 200 135 
7 E 805 

18 

19 25 208 050 Qse 

20 - . 

2] 1.5 ‘ f10 p50 105 

St) 9 330 25 120 

ow = ” < 


2: exitus mortalis. 


IT. Uber die Choliimie des Kaninchens. Operation und Lebensdauer 
der Versuchstiere. EinfluB der Blutentnahme, der Vitamine K und (. 
von Glutathion und Katalysin. Insgesamt wurde bisher 47 Versuchs- 
tieren, davon 43 Kaninchen und 4 Meerschweinchen, nach Evipan- 
vorbereitung in Athernarkose der ductus choledochus in der Nahe der 
papilla Vateri doppelt unterbunden. In 45 Fallen lag die Unterbindung 
richtig und nach einigen Stunden trat zunehmend eine icterische Ver- 
farbung des Plasmas ein. Die Mortalitat der Operation erwies sich beim 
Kaninchen und Meerschweinchen recht hoch. 3/, der Tiere gingen vor 
Auftreten einer verlingerten Blutgerinnungszeit, meist unter dem 
Symptomenbild starker Diarrhéen und Kreislaufstérungen, zugrunde. 
Die Leber zeigte oft schon wenige Tage nach der Operation einen hohen 
Grad von cirrhotischer Verainderung. Tiere, die die Operation langere 
Zeit iiberstanden, wurden kachektisch und hatten starken Durst. Haut- 
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und Schleimhautblutungen wurden bei keinem Versuchstier beobachtet. 
Kine schwerere Blutstillung bei noch normaler Gerinnungszeit gegeni' ber 
Normalkaninchen fiel beim Einschnitt in die Ohrvene zur Blutentnahme 
an einzelnen Cholamiekaninchen auf. Dies deutet auf eine GefaBkom- 
ponente bei der cholamischen hamorrhagischen Diathese hin, auf die 
schon Morawitz und Bierich! nachdriicklich aufmerksam machten. 
Kine exakte Erfassung dieser GefaiBstérung ist bisher nicht méglich 


Tabelle IV. Lebensdauer der erfolgreich operierten Kaninchen. 





LO BONO cos Stent wway seca gh a $/11)}3}4;/3/4)4/1] 1) 2) 2) 3] 1 
Zahl der Lebenstage p. operat....... |1' 2.3 4 5 6'7'9/10 14 18 21) 58 


Davon zeigten 3 Tiere eine Verlangerung der Gerinnungszeit 2 Tage 
nach der Operation, 6 Tiere 9 bis 21 Tage nach der Operation. 38 Tiere 
zeigten in der 1. Woche nach der Operation Werte innerhalb der physio- 
logischen Schwankungsbreite. Ebenso zeigten die erfolgreich operierten 
3 Meerschweinchen in der 1. Woche nach der Operation keine ver- 
langerten Blutgerinnungszeiten. 

Wie aus Tabelle V hervorgeht, erfolgt auch beim cholamischen 
Kaninchen durch die Blutentnahme allein eine Verkiirzung der Ge- 
rinnungszeit des Blutes, die bei einem Teil der Tiere bis weit in die 
normale physiologische Schwankungsbreite der Gerinnungszeit hinein 
Tabelle V. Einflu8 mehrfacher, hintereinander’ erfolgender 

Venenpunktionen bei cholimischen Kaninchen. 





Zeit nach ‘ ; * O-Wert der 
Rutoshme Methode | Methode II Methode II 

1. Entnahme ........ g40 0° Qo 
2. are he nen Ra are 120 Min. gi 19% Qn 
3. Soi ell aa ae ke Zt0’ ss §30 120 goo 
4. FS, ae Cee 24 Std. 830 135 1% 
1. Entnahme ........ — 192° 150 (5 
2: RE ee ere 120 Min. 730 055 yee 
S. Sg OE emanerere 100 =» 1230 110 (50 
4. Pome! 3 Wena tes | an 11° _ 

5. ary te ret 24 Std. 1725 330 140 
1. Entnahme ........ 850 155 100 
2. er ahs ceante ys Be 150 Min. 320 130 195 
3. eT athe pate ft 14° 120 110 
4. a ve a te BE 0 255 120 p10 
5. cee te 210s 226 120 p10 
6. bo Pivasnutanacy gave’ 24 Std. 706 145 jlo 
1. Entnahme ........ — 900 125 (oo 
2. Pa ee eee ae 120 Min. 820 120 (90 
8. pe erate oy ae 400 ()30 (40 
4. Pe Eade PoP Ee 300° 5 230 ()26 (85 
5. batt ety (re anaurares | Sa 255 ()30 03° 
6. hay ae er pe 24 Std. 610 120 (50 


Morawitz u. Bierich, |. ¢. 
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reicht. Nach 24 Stunden erreicht auch hier ahnlich wie beim mit T 
Chloroform behandelten Kaninchen die Blutgerinnungszeit ungefahr 
wieder den Ausgangswert. 


Tabelle VI. Einwirkung von Vitamin K auf die verlangerte Blut - 
gerinnungszeit von cholamischen Kaninchen. 





Gerinnungszeit 





Zeitraum - pinnae a ee 2 
nach der post injectionem 15mg Vitamin K* am 10. und 








Versuch — Operation Methode > & 10 mg Vitamin K * am 11. Tag nach der Operation 
in Tagen — | SEES — 
Nr. — 1 Tag 2 Tage 3 Tage 5 Tage 6 Tage 7 Tag 
I g20 625 120 245 410 435 
1 10 IL 230 150 100 130 oes 135 + 
| 0-Wert Il 105 110 (45 130 af 110 
é.'4 post injectionem 10 mg Vitamin K ** 
_ 60 Min. 120Min. 240Min. 22 Std. | 8 Tage 
l I 1155 440 110 jlo 746 1940 
) 2 II 140 130 100 150 145 125 
| 0-Wert II 035 | 105 105 120 130 045 
a. fi. post injectionem 10mg Vitamin K ** 
60 Min. 180 Min. 1 Tag 2 Tage 3 Tage 
I 630 100 240 045 330 325 
3 2 II 115 25 050 025 (40 (46 
| 0-Wert II (50 ()25 gso 045 (40 40 
a. i. post injectionem 10mg Vitamin K ** 
— 150 Min. 210 Min. 1 Tag 2 Tage 3 Tage 
I 6 gts gto | gS G0 gto 
4 91 i 1°5 035 25 135 110 055 
| 0-Wert II (35 050 12° 19° (50 (40 
a. i post injectionem 45 mg Vitamin K *** 
1 Tag 
I 2009 | 2840 
5 35 II 235 305 


0-Wert IT 19 110 
* Als Vitamin K-Priiparate fanden bei diesen Versuchen das Priiparat Synkavit 4423/27 (* 
und das Priiparat 4425/27 (**) der Firma Hoffmann-La Roche, Berlin, und das Priiparat Kara» 
Merck, Darmstadt (***) Verwendung. Wir danken den Firmen fiir die Uberlassung der Priiparat: 


Wie aus Tabelle VI hervorgeht, geniigten 10 mg Synkavit intra- i 
vends nicht in allen Fallen, die Gerinnungsstérungen des Blutes beim z 
cholamischen Kaninchen iiber 24 Stunden zu normalisieren. Dagegen Z 
sind 20 bis 25 mg dieses Praparates dazu sicher imstande. Die Unwirksam- i 
keit der hohen Dosis Vitamin K (Praparat Karan Merck) bei Versuch 5 f; 
diirfte auf den hohen Grad der spiter durch Sektion geklirten Leber- 
cirrhose dieses die Operation lange iiberlebenden Tieres und nicht aut V 
eine Wirksamkeitsdifferenz der Praparate Synkavit und Karan zuriick- f 


zufiihren sein. 
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Tabelle VII. Einwirkung von Vitamin C auf die Blutgerinnungs- 


zeit von cholamischen Kaninchen. 


/ 








Versuch 


Nr. 


bo 


6 


Zeit nach 
der 
Operation 
in Tagen 


Methode 


| I 

10 iat 
| 0-Wert IT 
| I 

12 | U 
| 0-Wert 1 

| 

| | 

26 Ul 
| 0-Wert II 
| I 

28 ll 
| 0-Wert II 
| I 

16 Il 
|| 0-Wert II 
I 

13 II 


| 0-Wert II 


Gerinnungszeit 





710 
126 
0955 


95s 
15° 
110 


755 
115 


100 


101 


15° 
110 


Q3o0 
905 


149 


post injectionem 200mg Ascorbinsdiure 


40 Min. 1 Tag 
326 840 
110 125 
100 105 
post injectionem 200 mg Ascorbinsiure 
30 Min. 1 Tag 
420 R20 
130 250 
105 150 
post injectionem 200 mg Ascorbinsiure 
90 Min. 1 Tag 
440 1950 
130 140 
145 joo 
post injectionem 200 mg Ascorbinsiure 
90 Min. 1 Tag 
510 788 
120 140 
100 10 


post injectionem 50mg Ascorbinsiiure 


90 Min. 1 Tag 

1905 1829 

945 250 

130 120 

post injectionem 50 mg Ascorbinsiiure 
90 Min. 180 Min. 1 Tag 

55 740 755 
910 145 115 
140 125 100 


Die in Tabelle VII angefiihrten Werte verkiirzter Gerinnungszeiten 


nach Injektion von Vitamin C lassen sich nicht deuten, da. wie Tabelle V 
zeigt, die Blutentnahme allein beim cholimischen Kaninchen Verkiir- 
zungen bis in die Norm hinein bewirken kann. Eine Normalisierung 
der Blutgerinnungszeit tiber 24 Stunden kann durch Vitamin C jeden- 
falls nicht erzielt werden. 


Da die als Vitamin K wirksamen Naphthochinonderivate ebenso 


wie die |-Ascorbinséure den Redoxsubstanzen zuzurechnen sind, wurde 
der Gedanke erwogen, ob vielleicht Redoxsubstanzen tiberhaupt eine 
inwirkung auf die Blutgerinnung haben. In Vorversuchen wurde der 
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KinfluB von Glutathion und Katalysin (Thionin), dessen Wirksamkeit 
bei der durch Extraktstoffe der Rotalge Delesseria sanguinea  ver- 
langerten Blutgerinnungszeit Horst Elsner und Mitarbeiter! beschrieben 


haben, auf die verlingerte Blutgerinnungszeit des cholimischen 


Kaninchens untersucht. 
und Glutathion auf ‘die 


Tabelle VIIT. Einwirkung von Thionin 


verlangerte Blutgerinnungszeit des cholamischen Kaninchens. 
g 





Gerinnungszeiten 
Zeit nach 


der Operation Methode a. i. post injectionem 2cem Katalysin 
in Tagen : 
— 45 Min. 1 Tag 
| I 810 1125 gio 
30 U 200 04s 120 
| 0-Wert I 145 Q25 ys 
at post injectionem 200 mg Glutathion 

-—— 75 Min. 1 Tag 
I 1650 9(00 1895 
6 | U 210 285 215 
| 0-Wert II 105 105 100 


Wie aus Tabelle VIIT hervorgeht, haben Thionin und Glutathion 
keinen deutbaren EinfluB auf das Gerinnungssystem des cholamischen 
Kaninchens, 


IIT. Beeinflussung von Hemmungskirpern in einem Oxalatplasma 


durch Thrombokinase. 








Tabelle IX. 
Zig Z Z ‘ Z Z g Z ee £. 
mg mg mg mg mg mg mg mg 
(a) 0 /645|' 0,002 |9°°)) 0,005 {119° | 0,01 |1555 0,03 |>23°° |'0,05: cc 0,1 | co 
2/b) 0 198 0,002 120/'0,005 | 198 0,01 | 116 0,03 245 0,05 415)'0,1 | 920 
5 le) 0 0,002 057 0,005 | 05° 0,01 | 1° 0,03 130 0,05 135)10,1 | 300 
= (a) 0 (6° 0,0001 69°  0,0005) 64° 0,001, 6°° 0,001 8 0,01 O02) 0,05 FI. 0,1 
Eb) 0 193 0,0001.058  0,0005) 058. 0,001 05 0,001 145 0,01, 129' 0,05) FI. | 0,1 
Z le) 0  — 0,0001 04° 0,0005) 04° 0,001 04° 0,001 19° 0,01 055)0,05 415) 0,1 
= (a) 0 65° 0,001 '64° 0,005 |105° 0,01 (114° 0,05 245 10,1 | oc ||0,25! oo 
¢ | b) 0 0° 0,001 19 0,005 129 0,01 | 115 0,05 250 10,1 {10° || 0,25) 00 
zc) 0 0,001 05° 0,005 | 19° 0,01 | 129 0,05 240 10,1 | 3°11 0,25) oc 
e/a) 0 65°) 5 (66) 10 | 65) 20 | 88) 30 925 40 1220 | 50 1435 60 
2ib)' 0 05! 5 (05 > 10 | 05) 20 | 110) 30 0° 40 0 50 | 192 60 
Zle) 0 5 (035) 10 | 035) 20 | 1%) 30 045 || 40 | 089) 50 | 045) 60 
' Horst Elsner, D, Liedmann, K. Oppers, Arch. exper. Pathol. u. Pharm 
190, 510, 1938. 
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Angewandt: 2 ccm Rinderoxalatplasma 1: 10 verdiinnt. 
Versuch a) stets Img Ca , 

b) stets wie a) 

c) stets wie a) 
Thrombokinase aus Stierhoden, Wasserextrakt 1 : 10. 
Ca’: 0,1 com einer CaCl,-Lésung, die 10 mg Ca’ im cem enthalt. 
Heparin: Vetren-Promonta, in Wasser gelést. 
Eisen: = 71 mg (FeCl, + 4 H,O) in 10 cem Wasser 

in 10 cem Wasser. 

Neodymacetat: 2mg Nd in 1 cem Wasser. 
Pepton: Pepton- Witte in Wasser gelést. 
Z = Zugesetzte Menge in mg. 
(; = Gerinnungszeit. 


0.1 Thrombokinase, 
0.5 Thrombokinase. 


20 mg Fe 


Aus der Tabelle laBt sich erkennen, da héhere Hemmungskorper- 
konzentrationen durch Thrombokinase nicht vd6llig ausgeschaltet 
werden kénnen, so da eine langere Gerinnungszeit resultiert. 


Tabelle X. Antithrombingehalt von normalem und cholamischem 
Kaninehenserum. 











Gerinnungszeit Gerinnungszeit Gerinnungszeit Gerinnungszeit 
bei Zusatz bei Zugabe von Zeit nach bei Zusatz bei Zugabe von Zeit nach 
von normalem cholimischem der von normalem cholimischem der 
Serum * Serum ** Operation Serum * Serum ** Operation 
in Tagen in Tagen 
0,5cem 1,0cem 0,5ccm 1,0 ecm O,scem 1,0cem O,5cem 1,0 cem 
155 350 955 1230 4 240 (930 . 30990 ~ ~ 3900 18 
155 350 205 455 it 940 550 1 
145 420 930 1530 5 940 $95 1 
145 420 900 845 5 940 30 1 
145 420 910 ° 1320 5 940 o R15 » 
155 45 945 1230 17 240 340 7 
155 415 930 1350 5 935 40% 7 
135 34 980 1)50 13 140 | 440 245 1440 8 
1°5 915 920 755 1 140 440 40 ~ » 3 00 g 
935 D15 945 700 9 140 320 345.> ~ G00 1? 
940 350 950 1315 ») 
* Die Bestimmung der Gerinnungszeit geschah nach Al. Die Gerinnungszeit des Rinder 
plasmas mit 1mg Thrombin allein betrug in allen angefiihrten Fallen 1! Min. ** Die Her- 


stellung des Serumantithrombins geschah nach Dyckerhoff und Ruhl, diese Zeitschr. 808, 316, 1940 


Wie Tabelle X erkennen laBt, ist das erhitzte, cholamische Serum 
stets von einer viel starkeren, antithrombischen Wirkung als das nor- 
male. Ob es sich dabei um eine Verstarkung des normalen Serum- 
antithrombins handelt, oder ob ein besonderer, davon abtrennbarer 
Hemmungskoérper vorliegt, miissen weitere Versuche kliren. 

Wie wir schon friiher mitteilten!, haben Galle und Gallenbestand- 
teile, intravenés appliziert, keinen EinfluB auf die Gerinnungszeit in 


' H. Dyckerhoff u. Pretsch, |. ¢. 
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vivo. Wir haben nun untersucht, ob vielleicht die Serumantithrombin- 
wirkung experimentell durch Injektion von Gallenfliissigkeit eines 
cholamischen Kaninchens zu erzeugen sei. 3ccm Gallenfliissigkeit 
intravenés wirken fiir das Kaninchen tédlich, 1 cem wird vertragen. 
| cem Galle eines cholamischen Kaninchens verdiinnt mit 9 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung wurde zwei Kaninchen injiziert. 2, 6 und 
10 Minuten nach der Injektion entnommenes Blut gerann normal und 
zeigte keine héhere Serumantithrombinwirkung als normales Ka- 
ninchenblut. 
Zusammenfassung. 


Die Tatsache, da8 Leberschaidigungen auch bei intaktem Gallen- 
abflu8 Blutgerinnungsstérungen hervorrufen kénnen, muB bei der 
Deutung der cholaimischen Blutungsneigung mitberiicksichtigt werden, 
um so mehr, als die Behinderung der AbfluBméglichkeit der Gallenfliissig- 
keit haufig Leberschiden hervorruft. 

Aus einer gegeniiber der Norm verlingerten Gerinnungszeit des 
Systems Oxalatplasma-Thrombokinase kann nicht eindeutig auf 
Prothrombinmangel geschlossen werden, weil die Gerinnungszeit- 
verlangerung auch durch Inhibitoren hervorgerufen werden kann, 
deren hemmenden Einflu8 die Thrombokinase nicht auszuschalten 
vermag. 

Im Serum cholimischer Kaninchen wurde das Serumantithrombin 
stark vermehrt gefunden. Die cholaémische Blutgerinnungsstérung 
wird nicht ausschlieBlich durch Mangel an Vitamin K hervorgerufen. 
Schadigungen der Leber und Gerinnungsinhibitoren sind ebenfalls 
als wesentliche Ursache der cholamischen Blutgerinnungsstérung an- 
zusehen. ‘ 


Frl. S. Osthelder danken wir fiir ihre Mitarbeit. Der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
VI. Mitteilung: 
Grenzdextrine aus Kartoffelstirke mittels Pankreasamylase. 
Von 
K. Myrbiick, B. Ortenblad und K. Ahlborg. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 19, September 1940.) 


Zum Vergleich mit frither (1, 2) gegebenen Ubersichten iiber die 
aus verschiedenen Starkesorten durch Amylasen gebildeten Grenz- 
dextrine soll hier iiber die durch Pankreasamylase aus Kartoffelstarke 
erzeugten berichtet werden. Mit diesen Produkten wurden u. a, 
Hydrolyseversuche angestellt, tiber die in der folgenden Mitteilung 
berichtet wird. 


Nochmals sei hervorgehoben, daB iiber die enzymatische Einheitlichkeit 
der iiblichen Amylasepraparate wenig bekannt ist. Es steht zwar fest, daB 
z. B. die Pankreasamylase eine «-Amylase ist, die keine bestimmbaren 
Mengen einer /-Amylase enthalt. Andererseits ist aber aus unseren Versuchen 
ersichtlich, da®B viele, wenn nicht alle Amylasepriparate kleine Mengen 
von speziellen Carbohydrasen enthalten, die besondere Glykosidbindungen 
(z. B. die «-glykosidische 1, 6-Bindung) angreifen. Diese besonderen Enzyme 
auBern thre Wirkung vor allem darin, daB eine sog. Nachverzuckerung, 
d.h. eine langsame Spaltung der primar gebildeten Grenzdextrine, beob- 
achtet werden kann. Man erreicht m.a.W. scheinbar nie eine wirkliche 
Verzuckerungsgrenze, sondern der Zeitpunkt, bei dem der Versuch ab- 
gebrochen und die Spaltprodukte isoliert werden, muB recht willkiirlich 
gewahlt werden. Selbstverstandlich wartet man so lange, daB keine meBbare 
Vergr6éBerung der Reduktion des Versuchsansatzes in beispielsweise einer 
Woche eintritt. Immerhin miissen wir dariiber klar sein, da8 die Zusammen- 
setzung des Dextringemisches mit den Versuchsbedingungen, vor allem 
der Versuchszeit, und mit dem Enzympriparat etwas wechseln kann. Die 
Versuche sind also nicht ohne weiteres ganz reproduzierbar. Dies bedeutet 
nun aber gar nicht, daf die untersuchten Grenzdextrine irgendwie zufallig 
gebildet sein sollten, es bedeutet nur, da8 man z. B. einmal unter den Grenz- 
dextrinen eine gréBere Menge eines Hexasaccharids findet, das ein zweites 
Mal durch die Wirkung einer speziellen Carbohydrase vielleicht zum Teil 
Maltose und ein Tetrasaccharid gegeben hat. Unserer Meinung nach findet 
sich die ,,Anomalie‘, die die Bildung des Hexasaccharids verursacht hat, 
noch wenigstens gréBtenteils in dem Tetrasaccharid, so daf es eigentlich 
gleichgiiltig ist, ob man das eine oder andere Produkt untersucht. 


Versuchsanordnung. 800 g Kartoffelstarke (Trockengewicht) wurden 
in 1 Liter Wasser angeriihrt und in 8 Liter kochendes Wasser gegossen. 
Dann wurden 2g NaCl und nach Abkiihlung auf etwa 55° 0,2 g Pan- 
kreatin (schwed. Pharm. Ed. X) in 50 ccm 2n Acetatpuffer vom px 

Biochemische Zeitschrift Band 307. 4 
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6,9 zugegeben. Wenn die Temperatur auf etwa 36° gesunken war, 
wurden noch 0,8 g Pankreatin in 50 ccm Puffer nebst Toluol zugesetzt. 
Die Mischung stand bei Zimmertemperatur beinahe 5 Monate. Dann 
wurde das Toluol durch Kochen verjagt und von einem ungelésten Rest 
abzentrifugiert. Durch zehntagige Behandlung mit frischer Hefe 
wurden die girfaihigen Zucker entfernt. [Es sei darauf hingewiesen (3), 
daB dabei kleine Mengen vergirbarer Dextrine verlorengegangen sein 
kénnen.] Das hefefreie Filtrat wurde auf 1 Liter eingeengt und mit 
Alkohol gefallt. Folgende Fraktionen wurden erhalten: 


FraktionI mit 1000cem 95°%igem Alkohol 
) ee: ee ae a 


A nt 6 goo |. 86... Pe 
a rv 8006's OB... x 
2 oH RRs, mn 
, ee: 1 nea Cs ” 


Das Filtrat von der letzten Fraktion wurde auf etwa 300 cem ein- 
geengt und nochmals mit frischer Hefe behandelt. Die von der Hefe 
befreite Lésung wurde wieder auf 300 ccm eingeengt und mit Alkohol 
gefallt. Folgende Fraktionen wurden dabei erhalten: 

Fraktion VII mit 1000 ccm 9 
sa Wil... 1600.2 
IX ae | eee 


5% igem Alkohol 


tor 


o > 


~ 


” e ” 99 


SchlieBlich wurde die Mutterlauge zum Sirup eingeengt und durch 
Reiben mit abs. Alkohol die Fraktion X erhalten. In der Tabelle | 
fassen wir einige an diesen Fraktionen ausgefiihrte Bestimmungen 
zusammen. Die spezifische Drehung wurde mit Hg-Licht (Bichromat- 
filter) bestimmt. Die Reduktionsbestimmungen wurden meistens | 
sowohl nach Bertrand (B) wie nach Willstdtter-Schudel (W) ausgefiihrt. 
Beziiglich der Methodik der Diffusionsbestimmungen sei auf (4) ver- 
wiesen. 

Die Mengen der Dextrinfraktionen sind als exsikkatortrockene 
Substanz angegeben. Beim Trocknen bei 100° verlieren sie etwa 10% 
an Gewicht, ohne daB véllige Konstanz erreicht wird. Die Total- 
ausbeute an Grenzdextrinen (26,77°) ist also in Wirklichkeit etwas 
niedriger, wahrscheinlich rund 25%. Immerhin ist diese Ausbeute 
an Grenzdextrin hoch, was unserer Meinung nach darauf beruht, dai 
die angewendete Pankreasamylase keine nennenswerten Mengen der 
obenerwahnten speziellen dextrinspaltenden Enzyme enthalt, die z. B. 
die Tetrasaccharide spalten, méglicherweise so, das Glucose und ein 
Trisaccharid entstehen, wahrscheinlicher so, da Maltose und ein 
anderes Disaccharid (I[somaltose, siehe die folgenden Arbeiten) gebildet 
werden. Eine derartige Spaltung wiirde selbstverstandlich die Ausbeute 
an nicht oder schwer vergarbarem Dextrin stark erniedrigen. 
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Tabelle I. 








Molekulargewicht 


: wert Reduktion — _ — 
vr Menge Menge . Sa Spezifische - ae . 
Fraktion Tn g der Starke” % P28  “Drehung g:!Mie2ogq aus der nach dem 
Nr. Reduktion versuch 
I 8,21 0,40 11,7 15,0 (B) 1200 
17,4 (W) 1030 
II 2,02 0,25 9,8 16,0 (W) 1130 
Il 27,55 3,45 2,2 162° 23,0 (B) 780 670 
24,5 (W) 738 690 
IV 17,0 2,12 12 167° 24,1 (B) 750 600 
25,6 (W) 705 
V 16,15 2,02 0,38 166° 25,1 (B) 720 650 
25,7 (W) 700 
VI 12,96 1,62 0,29 169° 26,0 (B) 690 650 
26,8 (W) 670 615 
Vil 66,4 8,31 0,70 148° 27,8 (B) 650 545 
29.2 (W) 615 
VIII 20,5 2,56 0,13 155° 27,9 (B) 650 505 
30,4 (W) 590 600 
IX 6,3 0,79 0,075 152° 27,6 (B) 650 510 
30,1 (W) 600 505 
xX 42,0 5,25 0,10 32,2 (W) 560 510 
540 


Summe: 26,77 


Samtliche Dextrinfraktionen enthalten Phosphorsiure, und wie 
gewOhnlich sind die hochmolekularen Fraktionen daran am reichsten. 
Es muB als moéglich betrachtet werden, daB ein Teil der Phosphorsaure 
der Hefe entstammt, da z. B. die zweimal mit Hefe behandelte groBe 
Fraktion VII auffallend reich an Phosphorséure ist. Durch Umfillen 
mit Alkohol kann der Phosphorsaiuregehalt meistens erniedrigt werden. 

Die durch die zwei verschiedenen Methoden bestimmten Werte des 
Molekulargewichts stimmen leidlich gut iiberein. Unter allen Um- 
standen ist klar, daf& hier wie in allen anderen untersuchten Fallen 
simtliche Grenzdextrine normal gebaut sind, d.h. sie sind offene 
Ketten, verzweigt oder einfach, die je eine reduzierende Gruppe pro Mol 
enthalten. Die Molekulargewichte zeigen nun, daB die Hauptmenge der 
Grenzdextrine, wahrscheinlich etwa 75%, derselben oder etwa 17% 
der angewendeten Starke, aus Tetrasacchariden bestehen, wihrend der 
Rest, von den kleinen Mengen hochmolekularer Produkte abgesehen. 
aus Trisacchariden besteht. Das Dextringemisch ist also in diesem 
Falle ungewéhnlich homogen, was wahrscheinlich mehr mit dem an- 
gewendeten Enzym als mit der Starkesorte zusammenhingt. Nimmt 
man nach unserer grundlegenden Arbeitshypothese an, daf} jedes Grenz- 


4* 
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dextrin eine ,,Anomalie‘‘ im Bau enthalt, d.h. eine Abweichung von 
dem Bauschema Haworths, und wollen wir weiter annehmen, daB diese 
Anomalie in diesem Falle darin besteht, daB eine Bindung pro Grenz- 
dextrinmolekiil eine andere als die Maltosebindung ist, so kénnen wir 
die Zahl solcher Bindungen in der Starke schatzen. Wenn wir die 
Menge der Tetrasaccharide auf 17%, und die der Trisaccharide auf 5°, 
der Starke schétzen, so finden wir, da in der Starke eine normale 
Bindung unter 15 bis 20 normalen Maltosebindungen vorkommen sollte. 
Tatsachlich lassen Versuche tiber die Saurehydrolyse dieser Grenz- 
dextrine (siehe die folgende Arbeit) den SchluB zu, daB wenigstens eine 
Bindung pro Mol eine andere als die Maltosebindung ist. Daf mehr als 
eine Bindung pro Mol anormal sein sollte, ist nach den Hydrolyse- 
versuchen nicht auszuschlieBen, erscheint aber wenig wahrscheinlich, 

Die spezifischen Drehungen der Dextrinfraktionen liegen alle héher 
als die der Maltose und nicht sehr weit von den Werten, die man nach 
den Freudenbergschen Regeln fiir Tri- und Tetrasaccharide der Maltose- 
reihe berechnet. Wie wir auch in anderen Fallen feststellen konnten, 
sind also die Werte der optischen Drehung eigentlich recht gut mit der 
Auffassung vereinbar, dai die Grenzdextrine nur Maltosebindungen 
enthalten. Andererseits sind sie aber, wie wir a.a. QO. (5) naher aus- 
einandergesetzt haben, ebensogut oder besser mit der Auffassung 
vereinbar, dali} die Grenzdextrine neben Maltosebindungen je eine 
a-glykosidische 1, 6-Bindung enthalten. Da die Fraktionen selbst- 
verstandlich nicht einheitlich und nicht véllig frei von Nichtkohle- 
hydratbestandteilen sind, so lassen die optischen Messungen bis auf 
weiteres keine Entscheidung zwischen den beiden Moéglichkeiten zu. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dab die oben beschriebenen, 
durch Pankreasamylase erzeugten Grenzdextrine sich in den _ bisher 
untersuchten Eigenschaften nicht prinzipiell von den durch andere 
Amylasen gebildeten unterscheiden. Dies stiitzt ja die Auffassung, dai 
die Bildung der Grenzdextrine im Bau der Starke und nicht in der Natur 
und Wirkungsweise der Enzyme ihren Grund hat. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 

VIL. Mitteilung: 
Sehwerhydrolysierbare Glykosidbindungen in der Starke. 
Von 
Karl Myrbiick, B. Ortenblad und K. Ahlborg. 

(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 19. September 1940.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


In der alteren Literatur finden sich Angaben, daB man aus Starke 
(Dextrinen usw.) Disaccharide gewinnen kann, die mit der Maltose nicht 
identisch sind. 


So beschreiben Schmitt und Mitarbeiter (1, 2) ein Produkt, Gallisin 
genannt, das aus dem nicht vergirbaren Teil von Stirkehydrolysaten 
gewonnen wurde. Dies sollte wohl darauf hindeuten, da die Gly- 
kosidbindung des Zuckers schwerer hydrolysierbar sein sollte als die der 
Maltose. Die Verfasser finden es méglich, da8 der Zucker mit der von 
E. Fischer durch Einwirkung konzentrierter Salzsiure auf Glucose ge- 
wonnenen ,,[somaltose‘ (3, 4) identisch ist. Sie bezeichnen die Substanz 
als ein ,,Ubergangsprodukt von der Starke zum Zucker‘, meinen also, daB 
sie ein wirkliches Spaltprodukt der Starke und nicht etwa ein sog. Reversions- 
produkt ist. Demgegeniiber heben Scheibler und Mittelmeier (5) hervor, 
erstens da das Gallisin uneinheitlich ist, zweitens daB es wahrscheinlich 
durch Reversion aus Glucose gebildet ist. Den Beweis dafiir finden sie in 
einem Versuch, in welchem nach langerem Erhitzen von 50g Glucose in 
500 cem 2,5 %iger Schwefelsaéure 0,2 g(!) eines Osazons gewonnen wurde, 
das mit dem Fischerschen Osazon wahrscheinlich identisch war. Der Ver- 
such scheint wenig iiberzeugend, wenn auch selbstverstandlich in allen 
Untersuchungen dieser Art die Méglichkeit beachtet werden mu, daB die 
Produkte sekundar gebildet sein kénnen. Denselben oder ahnliche Zucker 
[,,Dextrinose‘‘ (6)] gewannen auch andere Verfasser aus Starke durch 
Hydrolyse mit Séure oder Malzdiastase (7, 8). Dies letztere wird aber von 
anderen Verfassern bestritten (9). Nach Pictet und Vogel (10) entsteht aus 
dem (nunmehr wohl als sehr zweifelhaft anzusehenden) sog. I[sotrihexosan 
durch Oxalséure bzw. Malzdiastase die Dextrinose. Lintner und Diill (11) 
bezeichnen als normale durch Amylasen gebildete Spaltprodukte der Starke 
einerseits drei Dextrine, andererseits Isomaltose und Maltose. Ihre Iso- 
maltose zeigte [«]p = + 140° und gab ein Osazon mit Schmelzp. 150 bis 153°. 
Sie geben an, daf3 der Zucker von Hefe vergoren wird, jedoch viel langsamer 
als die Maltose. Da mitgeteilt wird, daB die Reduktionsfahigkeit 80°, von 
der der Maltose ist, so ist zu schlieBen, dafi das Produkt mit héheren Sac- 
chariden verunreinigt war. Uberhaupt mu8 von diesen Produkten gesagt 
werden, da sie bestimmt Gemische waren, da z. B. die Angaben iiber die 
spezifische Drehung sehr stark schwanken. Die Schmelzpunkte gelegentlich 
dargestellter Osazone diirften nur einen sehr beschrankten Beweiswert 
haben, wie schon Scheibler und Mittelmeier hervorheben. Die Angaben, daB 
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die Dextrinose durch Behandlung mit Diastase teilweise in Maltose iiber- 
geht (8), deuten, wenn sie iiberhaupt richtig sind, unserer Ansicht nach 
darauf, da die Produkte héhere Saccharide (Dextrine, Grenzdextrine) 
enthalten haben, die bei der enzymatischen Spaltung Maltose gegeben 
haben. DaB eine wirkliche Isomaltose durch Behandlung mit einem Enzym 
in Maltose verwandelt werden kénnte, finden wir undenkbar. Sehr eigen- 
tiimlich ist die Angabe (10), daB bei der Acetylierung der Dextrinose mit 
Acetanhydrid und Natriumacetat zum Teil Octacetylmaltose entstehen soll. 
Wenn Octacetylmaltose wirklich gewonnen wurde, so deutet dies bestimmt 
darauf, dai die Dextrinosepriparate Maltose enthielten bzw. Saccharide, 
die bei der Hydrolyse Maltose geben kénnen. 

In allen diesen Fallen ist auBerdem, wie erwahnt, die Méglichkeit, zu 
beachten, daB die Produkte sekundir aus Glucose entstanden sein kénnen, 
etwa wie die Isomaltose von E. Fischer (3, 4). So kann z. B. die sog. Amylo- 
biose von Pringsheim (12), wenn in seinen Praparaten iiberhaupt Di- 
saccharide vorhanden waren (138, 14), ebensogut ein Reversionsprodukt wie 
ein Spaltprodukt sein. 

Mit moderner Methodik hat K. Freudenberg groB angelegte Unter- 
suchungen iiber die Saéurehydrolyse der Starke und anderer Poly- 
saccharide ausgefiihrt (15, 16). Ihm und W. Kuhn (17) verdanken wir 
auch hochinteressante Betrachtungen tiber die Méglichkeit, aus den 
Ergebnissen solcher Versuche Schliisse iiber den Bau der Starke zu 
ziehen. Kurz zusammengefaBt finden Freudenberg und Mit- 
arbeiter (18, 19, 20), daB ihre Versuche gut. mit der Auffassung ver- 
einbar sind, daB die Starke ausschlieBlich Glykosidbindungen von der 
Art der Maltosebindung («-glykosidische 1, 4-Bindung) enthalt. Sie 
heben aber hervor, dafB die Beweisfithrung ihre Grenzen hat, so daB 
nicht ausgeschlossen werden kann, daB neben der Maltosebindung auch 
andere Bindungen in verhaltnismaBig geringer Menge (5% oder weniger) 
vorkommen kénnen. Freudenberg und Mitarbeiter haben auch spater 
tatsichlich gezeigt, dab bei der Hydrolyse vollmethylierter Starke (21) 
neben Tetra- und Trimethylglucose auch geringe Mengen von Dimethy]- 
glucose gebildet werden. Obgleich die isolierte Dimethylglucose un- 
einheitlich und zum Teil sekundar aus Trimethylglucose gebildet war, 
so konnte geschlossen werden (22, 23), daB die Ketten der Starke- 
molekiile verzweigt sind, und durch die Isolierung der 2, 3-Dimethy]- 
glucose war ,,das Hydroxyl 6 der Glucose als Verzweigungsstelle im 
Starkemolekiil wahrscheinlich gemacht‘*. Die Verfasser schlieBen aus 
optischen Griinden, daB auch die 1, 6-Bindungen «-glykosidisch sind, 
daB mit anderen Worten in der Starke neben der Maltosebindung 
wahrscheinlich auch die der ,,Isomaltose‘‘ vorhanden ist. 


yeht man von der Alteren, friiher allgemein angenommenen Grund- 
vorstellung aus, daB die Starke ausschlieBlich «-glykosidische 1, 4-Bin- 
dungen enthalt (d. h. akzeptiert man die Starkeformel von Haworth), 
o ist leicht einzusehen, daB eine Folge der Freudenbergschen Gesetze 
er Hydrolysegeschwindigkeit im Falle der Starke sein wird, da keine 
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normalen Starkeabbauprodukte existieren kénnen, die langsamer 
hydrolysiert werden als die Starke selber (es wird hier tiberall die 
Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse gemeint), vorausgesetzt, dab 
die Produkte wirklich primare Spaltprodukte sind und keine Um- 
lagerungen erlitten haben. Wenn die monomolekulare Konstante der 
Maltosehydrolyse k. und die der Starke k,, ist, so ist nach Freudenberg 
anniherungsweise die entsprechende Konstante k, eines Starkeabbau- 
produktes mit 2 Glukoseresten 


hen ky + (x — 2) ky 


z—l1 
Hieraus geht hervor, daB die Hydrolysegeschwindigkeit eines jeden 
normalen Stirkeabbauproduktes zwischen der der Maltose und der der 
Starke liegen muB. Da nun die Hydrolysegeschwindigkeit der Maltose 
gréBer (unter den von uns gewahlten Bedingungen etwa 60°, gréBer) 
als die der Starke ist, so folgt, daB die Hydrolysegeschwindigkeit der 
Starkeabbauprodukte mit fallender Kettenlinge stetig steigen muB, 
und weiter, dag bei der Hydrolyse jeden Abbauproduktes (mit Aus- 
nahme der Maltose) die Reaktionsgeschwindigkeit mit der Zeit zanehmen, 
der Wert des monomolekularen Koeffizienten also ansteigen mub. 
Orientierende Versuche hatten uns gezeigt, daB Stirkeabbau- 
produkte ohne Schwierigkeit gewonnen werden kénnen, die wesentlich 
langsamer hydrolysiert werden als die Starke. Es soll hier fiir den Fall 
einiger Amylasegrenzdextrine naher auf diese Frage eingegangen werden. 
Dabei ist, wie iiberhaupt fiir das Problem der Grenzdextrine, von 
fundamentaler Bedeutung, ob man behaupten kann, daf die unter- 
suchten Produkte normale Spaltprodukte sind und keine durch Synthese 
oder irgendwelche Umlagerungen entstandene sekundire Gebilde. Kann 
man mit anderen Worten annehmen, daf die Grenzdextrine Teile der 
Kettenmolekiile der Starke sind, die ohne Veranderung derselben aus 
den Ketten herausgeschnitten sind ? (Die selbstverstandlich an den frei- 
gesetzten reduzierenden Gruppen eintretenden Umlagerungen spielen hier 
keine Rolle.) Am anderen Ort haben wir die Gesichtspunkte zusammen- 
gefaBt, die uns dazu fiihrten, die durch die Wirkung der pflanzlichen 
Saccharogen- und Dextrinogenamylase, der Takadiastase, der Pankreas- 
und der Speichelamylase gebildeten Grenzdextrine als primaire Spalt- 
produkte zu betrachten (24). (Auf die Natur der Schardinger- 
Dextrine (25) gehen wir hier nicht ein.) Unserer Ansicht nach ist die 
Konstitution der Grenzdextrine die Konstitution des betreffenden 
Teiles eines Starkemolekiils (von der reduzierenden Gruppe abgesehen) ; 
weist man in einem Grenzdextrin irgendwelche Einzelheiten des Baues 
nach, so ist ihr Vorkommen in der Starke eo ipso bewiesen. 
Die Hydrolyseversuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt: Eine 
ésung des Grenzdextrins wurde bereitet, die 25 bis 30 mg Substanz pro eem 
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enthielt. Davon wurde ein passendes Volumen mit dem gleichen Volumen 
einer Salzsiure gemischt, die durch Verdiinnen von 750 cem reiner konz. 
Saure auf 2 Liter dargestellt war. Im Reaktionsgemisch war die Saure 
2,34n. Sowohl Siure als Dextrinlésung waren beim Mischen eiskalt. Je 
3ccem des Gemisches wurden in passende Réhrchen eingeschmolzen und in 
Eiswasser belassen, bis sie alle auf einmal in den Thermostaten gesenkt 
wurden. Als Thermostat diente ein elektrisch geheiztes und reguliertes 
Glycerinbad, das die Temperatur mit groBer Genauigkeit auf 70 bzw. 80° 
hielt. Vor dem Einsetzen des Gestells mit den Réhrchen wurde die Tem- 
peratur durch Ausschaltung des Regulators etwas iiber die gewiinschte 
Temperatur gehoben, so daB sie beim Einsetzen des Gestells auf etwa die 
richtige Temperatur sank. Nach héchstens 5 Minuten war die genau richtige 
Temperatur eingestellt. Dann wurde das erste Réhrchen herausgenommen 
und sofort in Eiswasser gestellt. Nach passenden Zeiten wurde je ein Réhr- 
chen herausgenommen, gekiihlt und geéffnet. Der Inhalt wurde mit etwa 
50 ccm Wasser in einen Kolben gespiilt, in dem die Bestimmung nach Will- 
stdtter und Schudel ausgefiihrt wurde. Nach dem Neutralisieren wurde die 
Lauge sehr langsam zugesetzt. Eine Probe wurde direkt, d.h. ohne Er- 
hitzung titriert, eine Probe blieb mindestens 24 Stunden im Thermostaten, und 
aus den Titrierwerten dieser beiden Proben wurde der Wert der 100 igen 
Spaltung ausgerechnet. Fiir jede Probe wurde dann aus dem Titrierwert 
die prozentuale Spaltung bestimmt. Da die Temperatur wahrend der ersten 
Minuten selbstverstandlich nicht konstant ist, so wurde beim Ausrechnen 
der Reaktionskonstanten die Zeit immer von dem Zeitpunkt der ersten 
Probeentnahme nach Einstellung der richtigen Temperatur gerechnet, im 
allgemeinen vom Wert nach 5 Minuten. 

Zuniachst wurden die Hydrolysegeschwindigkeiten der Maltose und der 
Starke unter den gewiahlten Bedingungen bestimmt: Versuchsreihe 1, 
Tabelle I. 

Tabelle 1. 


| 





Maltose, 0,707 g in 50 ccm Lésliche Stirke Merck, 0,75 ¢ in 50 ccm 








° 


kq* 10% Zeit in Min. 


Zeit in Min. | nicht gespalten nicht gespalten i, 10" 
0 95,1 ~ 0 97,4 -- 
10 80,0 7,50 wo j 88,5 4,06 
20 66,5 7,80 20 | 79,8 4,20 
31 54.6 7,78 30 71,5 4,36 
45 43,8 7,50 45 59,9 4,54 
60 32,4 7,78 60 50,4 4,62 
95 | 25,4 7,65 75 | 41,7 4,71 
90 19,5 7,66 91 | 34,1 4,77 
120 13,0 7,20 120 22.8 4,94 
150 5,4 (8,30) 150 16,5 4,79 
210 2.2 7,83 185 | 12,6 4,45 

Mittel : k, = 7,63 - 10-3 | Mittel : k, = 4,54 -10-3 


Wie vorausgesehen werden konnte, folgt die Maltosespaltung der 
monomolekularen Formel, ohne daB die Konstante einen bestimmten 
Gang zeigt. Bei der Starkespaltung steigt die Konstante, wie auch zu 
erwarten war, mit der Zeit etwas an. Bei einem Spaltungsgrad von 
etwa 90% scheinen die Konstanten wieder abzufallen, was vielleicht 
nur darauf beruht, daB diese Werte weniger genau sind, aber mdéglicher- 
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of 


weise auch darauf hindeuten kénnte, daB in der Starke in geringer Zahl 


schwerer hydrolysierbare Bindungen vorhanden sind. 
Wir gehen jetzt zu den Versuchen mit verschiedenen Grenz- 


dextrinen tiber. 


Versuchsreihe 2. 
gewonnen wurden. Die verschiedenen Dextrinfraktionen sind frither (~6) 


Grenzdextrine aus Maisstarke, die mit Malzamylase 


beschrieben worden und ihre Bezeichnung ist dieselbe wie dort. Tem- 


peratur bei der Hydrolyse 70°. 


nungen ein: 


a = Titrierwert der nicht erhitzten Probe. 


a, = Titrierwert der ersten nach Temperaturausgleich heraus- 
genommenen Probe. 

t = Zeit in Minuten, von der Herausnahme der ersten Probe an gerechnet. 

a, == Titrierwert der zur Zeit t herausgenommenen Probe. 


a,, = Titrierwert der Proben nach 24 Stunden. 


Dann ist: 


und 


0/ 
92/0 


nicht gespalten“ 


Tabell 


(a.. — a,) > 100 


ax 
Ao — Ay 
a ies ay 


ell. 


att 


0 


Grenzdextrinfraktion Nr. MM I]. Mittleres Molekulargewicht = 


Wir fiihren noch folgende Bezeich- 


etwa 1100. 





Zeit in Min. 


0 
20 
40 
69 
70 
80 

100 
120 
140 


Grenzdextrinfraktion Nr. MM IIT. Mittleres Molekulargewicht = 


a 
0 
nicht gespalten 


98,0 
84,0 
71,4 
60,6 
56,6 
52,0 
43,8 
37,4 
32,6 


kq + 103 


3,34 
3,43 
3,48 
3,46 
3,43 
3,49 
3,48 
3,41 





Zeit in Min. 


160 
180 
210 
240 
270 
330 
390 
518 


Tabelle ITI. 


° 


nicht gespalten 


28,6 
24,2 
20,7 
18,0 
15,7 
11,6 

9,9 

8.5 


kq* 108 
3,34 
3,38 
3,21 
3,06 


etwa 740. 





non aie. nicht gespalten  eeds 
0 96,9 - 

20 83,7 3,17 

40 70,9 3,39 

60 60,3 3,43 

80 52, 3,38 
100 44,9 3,34 
120 39,2 3,27 
140 34,3 3,22 
160 29,4 3,23 





Zeit in Min. 


180 
200 
226 
240 
270 
330 
390 
450 
520 


nicht gespalten 


26,4 


kq* 108 


3,14 
3,06 
2,93 


9 99 
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Tabelle IV. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MMIV. Mittleres Molekulargewicht = etwa 660. 


7 





ty 0 


kq* 108 Zeit i i 0 r+ 103 
° Zeit in Min. | nicht gespalten ag" #0 


Zeit in Min, nicht gespalten 
0 97,5 ~ 180 27,5 3,05 

20 83,9 3,26 210 23,0 2,99 

40 70,7 3,48 240 18,9 2,97 

60 60,0 3,50 270 16,4 2,86 

80 53,0 3,30 330 12,7 2,68 

100 46,1 3,26 390 10,7 2,46 

120 39,9 3,23 450 9,0 2,40 

140 33,7 3,30 517 6,6 2,27 

160 30,4 3,16 

Tabelle V. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM VI. Mittleres Molekulargewicht = etwa 500. 








»/ 


% k,- 103 
nicht gespalten a 


Zeit in Min. sont 1 ee kq- 103 Zeit in Min. 
0 96,5 210 27,5 2,59 
270 20,5 2,49 
300 18,0 2,43 
330 16,0 2.36 
360 14,5 2,28 
420 12,0 2,20 
477 9,5 2,11 
597 | 6,0 2,02 


~1 0 C0 CO OO DOE tO 


Oo 


2 RK 90 OF 


— 
S 





3, 
3 
9 
2 
9) 
5) 
» 
9 


Tabelle VI. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MMIX. Mittleres Molekulargewicht = etwa 490. 





co) ° 


k,, - 108 Voit i * 0 . * 108 
a Zeit in Min. nicht gespalten k 


Zeit in Min. a 


nicht gespalten 
0 97; 180 33,0 2,61 
15 ; 3,: 210 2% 2,45 
30 ; 3, 25 240 26, 2,39 
50 9, 2, 270 22, 2,34 
70 61,6 2,8: 315 ‘ 2,26 
90 54, 2,83 360 f 2,08 
110 6 2, 405 5, 1.96 
130 3,° é 450 3, 1,91 
150 37,é 2, 540 Lid 
Wie an anderem Ort (27, 28) gezeigt worden ist, sind die niedrigmole- 
kularen Grenzdextrine mit frischer PreBhefe zum Teil vergarbar. Folgen- 
der Versuch wurde deshalb ausgefiihrt : 1,77 g des Grenzdextrinpraparates 
MM IX wurden in 10% iger Lésung mit viel PreBhefe behandelt, bis 
die Kohlenséureentwicklung aufhérte (2 Tage). Nach der entwickelten 
CO,-Menge waren etwa 0,46g vergoren. Die von der Hefe befreite 
Lésung wurde zwecks Entfernung stickstoffhaltiger Verunreinigungen 
mit Quecksilbersulfat in Schwefelséure und Bariumcarbonat behandelt., 
filtriert und mit H,S entquecksilbert. Alle Niederschlige wurden 
sorgfaltig gewaschen. Die Lésung wurde dann eingeengt und ein 
Hydrolyseversuch wie die obigen angestellt (Tabelle VIJ). 
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Tabelle VII. 
Unvergirbarer Teil der Grenzdextrinfraktion Nr. MMIX. Mittleres Mole- 


kulargewicht 


etwa 500. 





Zeit in Min. 


0 
20 
40 
60 
90 

120 
150 


Wie 


schon in 


0 
o 
nicht gespalten 


98,5 
88,0 
77,6 
68,0 
59,0 
51,5 
45,5 


ka: 103 


2,44 


2,58 





Zeit in Min. 


180 
210 
275 
330 
420 


515 


oO 


0 
nicht gespalten 


38,1 
32,8 
28,4 
24,6 
20,9 
14,2 


ka: 108 


92 
2,30 
» 279 


1,97 
1,82 
1,60 
1,63 


der zitierten Arbeit (26) hervorgehoben wurde, 
5 


bestanden die nach der Einwirkung der ,,Malzamylase‘‘ auf Maisstarke 
isolierten Grenzdextrinfraktionen anscheinend zum groBen Teil aus 
Trisacchariden, weshalb weitere Fraktionierungen der Fraktion MM V 
ausgefiihrt wurden. Dabei Anzahl weiterer Fraktionen 
gewonnen, deren Eigenschaften aus der Tabelle [IV der zitierten Arbeit 
hervorgehen. Wir wenden hier dieselben Bezeichnungen der Fraktionen 
an wie dort. Ergebnisse der Hydrolyseversuche (Versuchsrethe 3) in 
den folgenden Tabellen VIII bis XIV. 


wurde eine 


Tabelle VIII. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM Vb. 
Reduktion 


Molekulargewicht nach der 
600. 





0 0 
wnt , 4 k..- 103 ie . : A 
Zeit in Min. nicht geapalten a Zeit in Min. nicht gespalten 


98,5 180 


88.0 
79,1 
69,0 
61,0 
55,3 
44,8 
34,8 


(3,66) 
3,26 
3,10 
2,99 
2,80 
2,86 

(3,02) 





220 
270 
330 
390 
450 
510 


Tabelle IX. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM Ve. Molekulargewicht nach 
Reduktion = 600. 


der 





Zeit in Min. 


0 
15 
30 
50 
70 
90 

120 


€ 
o 
nicht gespalten 


97,5 
86,5 
79,6 
69,6 
60,7 
53,7 


43,8 


kq* 108 


3,47 
2,94 
2,92 
2,94 
2,88 
2,90 





Zeit in Min. 


150 
180 
210 
288 
330 
390 
450 


o 


° 
nicht gespaiten 


36,8 
31,8 
27,3 
20,4 
17,4 
13,4 
10,4 
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Tabelle X. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM Vd. Molekulargewicht nach der 


Reduktion = 


600. 





Zeit in Min. 


0 
15 
30 
50 
91 
110 
140 


Grenzdextrinfraktion Nr. MM Ve. 
Reduktion = 


nicht gespalten 


90,0 
79,3 
68,8 
59,6 
49,1 
44,0 


37,6 


ka - 103 
3,60 
3,87 
3,56 
2,89 
2,81 


2,70 





Zeit in Min. 


170 
200 
260 
320 
380 
440 
500 


Tabelle XI. 


600. 


% » 6 108 

| nicht gespalten kg 10 
33,0 2,56 

29,9 2,47 

22,0 2,35 

15,6 2,i8 

13,3 2,18 

11,9 1,99 

9,2 1,96 


Molekulargewicht nach der 





oO 





° 














Zeit in Min. nicht gespalten kq+ 108 Zeit in Min. Siekt gupalten kq + 103 
0 99,4 — 150 36, 2,96 
15 88,9 3,21 190 30,4 2,72 
30 79,5 3,14 250 22,9 2,55 
51 68,0 3,22 290 19,4 2,45 
70 60,6 3,07 330 16,4 2,57 
90 53,2 3,02 390 13,9 2,19 

110 45,7 3,06 450 10,4 2,17 
130 40,3 3,02 510 8,9 2,05 
Tabelle XII. 

Grenzdextrinfraktion Nr. MM Vf. Molekulargewicht nach der 
Reduktion = 540. 

zeit in Min. nicht gespalten or Zeit in Min. nicht gespalten | —— 
0 99,0 189 34,2 2,57 
15 89,6 2,89 210 28,7 2,56 
30 80,7 2.96 250 23,8 2,48 

50 71,3 2,85 290 21,8 2,26 
70 61,4 2,96 330 18,8 2,19 
90 54,5 2,88 390 15,3 2,07 
120 45,5 2,81 515 9,9 1,94 
150 40,1 2,61 850 5,0 1,54 
Tabelle XIII. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM Vh. Molekulargewicht nach der 
Reduktion = 540. 

Zeit in Min. nicht gespalten as Nae Zeit in Min. nicht gespalten fy - 10° 
0 98,2 -- 180 32,2 2,69 
15 87,7 3,27 225 24,6 2,75 

30 78,5 3,26 270 20,5 2,52 
50 68,5 3,14 315 16,4 | 2,47 
70 59,0 3,16 360 14,0 2,35 
90 52,6 3,01 400 11,7 2,31 
120 43,8 2,92 445 9,9 2,24 
150 36,8 2,84 515 8,2 2,09 
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Tabelle XIV. 
Grenzdextrinfraktion Nr. MM Vi. Molekulargewicht nach der 
Reduktion = 520. 





Zeit in Min. sont SS aen kq: 108 Zeit in Min. | sont +. LE kq* 103 
0 97,0 ~ 180 31,3 2,72 

20 83,7 3,10 201 28,4 2,64 

41 71,7 3,17 220 26,9 2,53 

60 61,7 3,27 2-0 24,4 2,49 

80 64,2 3,15 260 22,4 2,45 

102 47,7 5,03 285 Zhe ee 
1:0 4 8 2,94 525 iy Ae 2,25 
140 38,8 2.84 40 12,9 2:13 
160 34,9 2,77 480 10,4 1,99 





Mit einigen dieser Grenzdextrinpraparate wurden auch Versuche 
bei 8.° unter sonst gleichen Bedingungen ausgefiihrt (Versuchsreihe 4). 
Auch hier wurden pro Fraktion 15 bis 20 Proben untersucht. Der 
Raumersparnis wegen fiihren wir aber in der Tabelle XV nur die erste 
Konstante, die also im allgemeinen einer Reaktionszeit von 20 Minuten 
entspricht, sowie die Konstante nach einer Zeit von rund 200 Minuten 
an. Vergleichsversuche mit Maltose und léslicher Starke. 


Tabelle XV. 





Hydrolysekonstante bei 50°: ky - 103 


Substanz clita 
Anfangswert Wert nach etwa 200 Min. 


AMANO co PST raah eh gig hatte a. Paral oe 25,3 
Oe ga, ee eae 17,6 
Grenzdextrinfraktien MM Vc ........ 9,2 4,5 
es jh ee ee 10,1 5,1 
‘ i 2S re 12,4 7,8 
Sa 1 2S eee 10,7 5,6 
Be Bi vite s 12,0 8,1 


Wir stellten fest, daB die Versuche bei 806° denen bei 70° genau ent- 
sprechen, weiter daf die Versuche mit den gereinigten und umfraktio- 
nierten Praparaten der Reihe MM V und die mit den Rohfraktionen 
MMII bis IV und VI bis IX ebenfalls dieselben Ergebnisse gegeben 
haben. Wir kénnen also, vorsichtig ausgedriickt, die oben geschilderten 
Ergebnisse fiir diejenigen Grenzdextrine als reprasentativ betrachten, 
die durch Malzamylase aus Maisstarke erzeugt werden. Fassen wir 
die Ergebnisse zusammen, so finden wir: 

1. Samtliche Dextrinfraktionen werden wesentlich langsamer 
hydrolysiert als die Starke, die ihrerseits bekanntlich langsamer hydro- 
lysiert wird als die Maltose. Die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse 
dieser Grenzdextrine ist rund 40° von der der Maltose und 70°, von 
der der Starke. 
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2. Wahrend die Maltose genau nach der monomolekularen Reak- 
tionsformel hydrolysiert wird und wahrend die monomolekularen 
Reaktionskonstanten der Starkespaltung erwartungsgeméB schwach 
ansteigen, fallen die Reaktionskonstanten der Dextrinspaltungen alle 
ziemlich stark ab. 

Die untersuchten Dextrine sind nun, wie mehrmals hervorgehoben 
wurde, normale Saccharide mit einer reduzierenden Gruppe pro Mol. 
Der in den meisten Fallen ganz geringe Phosphorgehalt kann fiir die 
Hydrolysegeschwindigkeit keine Rolle spielen. Die Glucosereste der 
Dextrine miissen alle in der Pyranoseform vorliegen, da auch eine 
einzige Furanose in einer enorm vergréBerten Anfangsgeschwindigkeit 
der Spaltung zutage treten miiBte. In derselben Weise hat Freudenberg 
geschlossen, daB in der Starke keine meBbaren Mengen von furanosidi- 
schen Gruppen vorkommen kénnen (16). 

Aus unseren Hydrolyseversuchen sind dann folgende Schliisse zu 
ziehen: 

1. Die im Verhiltnis zur Hydrolysegeschwindigkeit der Starke 
stark herabgesetzte Hydrolysegeschwindigkeit der Grenzdextrine zeigt, 
dafB diese nicht ausschlieBlich Maltosebindungen enthalten kénnen. 
Aus optischen Griinden ist das Vorkommen §-glykosidischer Bindungen 
ausgeschlossen, so dafSZ angenommen werden mu, da die Dextrine 
und also auch die Starke andere «-glykosidische Bindungen als die 
1, 4-Bindung enthalten. 

2. An und fiir sich ist ja héchst unwahrscheinlich, daB sdmtlich: 
Bindungen der Dextrine andere als die Maltosebindung sein sollten. 
Der starke Abfall der Reaktionskonstanten zeigt auch direkt, dai} 
wenigstens zwei Arten von Bindungen mit verschiedenen Hydrolyse- 
geschwindigkeiten darin existieren. Mit gréB8ter Wahrscheinlichkeit 
kann ja dann behauptet werden, daf die Dextrine sowohl Maltose- 
bindungen als Bindungen anderer Art enthalten, und es scheint beinahe 
berechtigt, schon auf Grund dieser Versuche zu behaupten, daB die 
Dextrine je eine anormale Bindung pro Mol enthalten. 

Es verdient hervorgehoben zu werden, daB die Hydrolysegeschwin- 
digkeit der Dextrine mit fallendem Molekulargewicht im groBen und 
ganzen abnimmt, was ja dafiir spricht, daB die Dextrine mit mehr 
Glykosidbindungen verhaltnismaBig mehr Maltosebindungen enthalten. 
Uber die Art der anormalen Bindung im Dextrinmolekiil sagen die 
Hydrolyseversuche selbstverstandlich nichts aus. Es verdient jedoch 
schon hier darauf hingewiesen zu werden, daB die Hydrolysegeschwindig- 
keit der anormalen Bindung, die ja aus den Versuchen geschatzt werden 
kann, recht gut mit der einer als sogenannte Isomaltosebindung be- 
rechneten iibereinstimmt, Die ,,I[somaltose‘‘ haben wir, wie aus 
folgenden Arbeiten hervorgehen wird, teils nach Fischer aus Glucose, 
teils durch Hydrolyse von Starke gewonnen. 
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Wir wollen die Aufmerksamkeit besonders auf die Untersuchung der 
Dextrinfraktion MM IX (Tabelle VI) lenken. Schon das Reduktionsvermégen 
des Dextrins und das im Diffusionsversuch festgestellte Molekulargewicht zeigt 
ja, daB hier ein Trisaccharid oder ein Gemisch von Trisacchariden vorliegt. 
Das Dextrin enthalt mit anderen Worten zwei Glykosidbindungen pro Mol. 
In der folgenden Arbeit wird die Konstitution des Saccharids aufgeklart. 
Es wird gezeigt, daB neben einer normalen auch eine Isomaltosebindung 
vorhanden ist. Schon aus der Hydrolysekurve kann geschlossen werden, 
da8 eine Bindung des Trisaccharids viel langsamer als die andere gelést 
wird. Inder Abb. 1 finden wir die Hydrolysekurve des Trisaccharids ausge- 
zogen. Die monomolekulare 
Kurve mit derselben An- ™% 
fangsgeschwindigkeit ist ge- Maltose 
strichelt. Zum Vergleich sind 
die entsprechenden Kurven 
der Maltose und der Starke 
miteingezeichnet. Wenn in 
dem Trisaccharid die Mal- 
tosebindung gesprengt wird, 
so erhalten wir Glucose und 
Isomaltose. Da nun die 
Maltosebindung, wie aus der 
Kurve  hervorgeht,  min- 
destens doppelt so schnell 
hydrolysiert wird wie die Iso- Abb. 1. 
maltosebindung, so werden 
bei der Hydrolyse anfangs neben Glucose nur wenig Maltose, dagegen ver- 
haltnismaBig viel Isomaltose freigesetzt. Die Maltose wird schnell hy- 
drolysiert, die Isomaltose langsam, so dai der oberste Teil der Hydrolyse- 
kurve des Grenzdextrins in der Hauptsache von der Hydrolysegeschwindig- 
keit der Isomaltose bestimmt wird. Die Geschwindigkeit dieser Spaltung 
kann approximativ nach der Formel 
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berechnet werden, wenn wir die Spaltungsgrade von mehr als etwa 60°, 
beriicksichtigen. Es verdient erwaihnt zu werden, daB dabei aus vielen der 
obigen Versuche ein Wert von k = etwa 0,0020 erhalten wird, der sehr gut mit 
den Werten iibereinstimmt, die wir bei der Hydrolyse von Isomaltose- 
priparaten beobachtet haben. Die Isomaltose war aus Saurehydrolysaten 
von Starke isoliert worden. Machen wir die selbstverstandlich nicht streng 
zutreffende Annahme, daB die Isomaltosebindung in dem Trisaecharid 
ebenfalls mit der Hydrolysekonstante 0,0020 gesprengt wird, so laBt sich aus 
der gefundenen Anfangsgeschwindigkeit (k, = etwa 0,0033) berechnen, dal 
die Maltosebindung des Trisaccharids mit der Konstante k 0,0046 
gespalten wird. 


Nach den erwahnten Bestimmungen, iiber die spiter eingehender 
berichtet werden soll, ist die Hydrolysekonstante der aus Starke gewonnenen 
Isomaltose k = etwa 0,0020, die der Maltose nach dem obigen 0,0076, die 
der Starke (Anfangsgeschwindigkeit) 0,0041. Versuchen wir auf unser 
Trisaccharid die Freudenbergsche Regel fiir die Hydrolysegeschwindigkeit 
der Polysaccharide anzuwenden, so finden wir, wenn wir in die oben 
zitierte Formel fiir k, 0,0020 und fiir k, 0,0041 einsetzen, die Hydrolyse- 
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geschwindigkeit unseres Trisaccharids k, = 0,0031, was ja gut mit dem 
gefundenen Wert iibereinstimmt. (Fiir eine Maltotriose berechnet sich k, 
zu etwa 0,0059.) Andererseits kennen wir ja bis auf weiteres nicht die Lage 
der Isomaltosebindung im Gienzdextrin; auch wei man nicht, ob man in 
die Forme! die Hydrolysekonstante der Glykosidbindung der 1eduzierenden 
oder die der nicht reduzierenden Endgruppe einsetzen soll. Méglicherweise 
sollte die Hydrolysegeschwind gkeit des Trisaccharids als das Mittel der 
Geschwindigkeiten der Hyd olyse der Maltose und der eines Polysaccha ids 
mit ausschlieBlich 1, 6-Bindungen berechnet weiden. Diese Berechnung ist 
bis auf weiteres nicht méglich, wenn auch bekannt ist, da8 die Hydrolyse 
geschwindigkeit eines solchen Polysacchatids (des Dextrans von Leuconostoc 
dextranicum) wesentlich niedriger als die der Starke ist (29). 

SchlieBlich ein paar Worte i ber die Versuche der Tabelle VIT, in welchen 
der nicht ver gir bare Teil der Gienzdextrinfiaktion MM IX untersucht wu de. 
Wie wir an anderem Ort hervorgehoben haben, sind die meisten der nied ig- 
molekularen Gienzdextrinfraktionen mit frischer PreBhefe zum Teil ver- 
girbar, Die Geschwindigkeit ist aber viel kleiner als de der Maltose. Nun 
haben vergleichende Versuche gezeigt, dal! de Isomaltose durch diese Hefe 
vergaéibar ist, und zwar mit einer Geschwindigkeit, die mit der der Dextrin- 
girung recht nahe ibereinstimmt. Wie wir aber gezeigt haben, wird in 
den Grenzdextrinpriiparaten nicht nur etwa anwesende Isomaltose vei goren, 
sondern auch Trisaccharide. Nach dem Ob gen (siehe auch die folgende 
Arbeit) ware dann anzunehmen, da‘ Trisaechar'de, d.e eine Maltose- und 
eine [somaltosebindung enthalten, vei gé:bar sind, wenn man nicht unter- 
stellen will, daB8 in don Priparaten auch Trisaccharide mit zwei Maltose- 
bindungen (Maltotriose) anwesend sind, was ja nicht ganz unmédglich ist. 
Denkbar ist ja auch, daB die Hefe aus einem Trisaccharid mit einer Maltose- 
und einer Isomaltoseb.ndung zuerst die Maltosebindung relativ schnell lést 
und die dabei entstehende Glucose ve) git, wihiend die Isomaltosebindung 
viel langsamer gelést wiid. Unter allen Umstinden ist wohl anzunehmen, 
daf die sozusagen normaleren Komponenten der Dextrinpaiparate bzw. die 
normalen Teile der Dextrinmolekiile voi zugsweise vergoren werden, so dah 
die anormalen Teile in dem unve: géiibaren Rest angehiuft weiden. Damit 
stimmt ja auch, daf die Hydrolysegeschwind gkeit dieses Praparats niedriger 
als die aller anderen untersuchten Praiparate war. Wir wollen aber schon 
hier erwahnen, da Versuche daiauf hindeuten, daB in gewissen Grenz- 
dextrinpriparaten (und somit in der Stérke) nicht nur Maltose- und Iso- 
maltosebindungen, sondein eine d:itte Art von Bindung, méglicherweise 
die «-glykosidische 1, 2-Bindung, vorhanden ist, so da das Vorkommen 
einer 2-[«-Glucosido]-glucose bzw. diese Bindung enthaltender Tri- und 
héherer Saccharide méglich ist. Nimmt man an, worauf auch die Versuche 
hindeuten und was ja auch an sich wahrscheinlich ist, daB diese Saccharide 
nicht vergirbar sind, so kénnte es sein, daB sich Stoffe dieser Art in dem 
erwihnten Dextrinpraparat angehauft haben. 


Es war nun weiter festzustellen, ob die gefundenen Eigenschaften 
nur bei den durch Malzamylase aus Maisstirke erzeugten Grenzdextrinen 
anzutreffen sind, oder ob die Existenz der schwerhydrolysierbaren 
Bindungen iiberhaupt fiir Amylasegrenzdextrine charakteristisch ist. 
Grenzdextrine, die mit Pankreasamylase aus Kartoffelstirke dargestellt 
waren (siehe die vorangehende Arbeit), wurden deshalb untersucht, 


Versuchsreihe 5, Tabellen XVI bis X XIII. 
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Tabelle XVI. 
Grenzdextrin PP III. Molekulargewicht etwa 720. 
° o 
Poit ; : 0 » . 103 Doit i ‘ 0 r . 103 
Zeit in Min. nicht gespalten ka x Zeit in Min. nicht gespalten Ka ad 
0 96.8 —_ 110 38,1 3,68 
20 80,9 3,90 170 25,3 3,43 
50 60,6 4,06 200 90,2 3,40 
80 47,0 3,92 260 16,3 2,97 
Tabelle XVII. 
Grenzdextrin PP IV. Molekulargewicht etwa 680. 
ar , % ) a. bao ht : % Bg 
Zeit in Min. nicht gespalten ae Zeit in Min. — pjeht gespalten rat 
0 96,0 170 96,2 3,32 
2) 81.5 3,60 260 15,1 3,09 
50 61,5 3,87 325 13,1 2,66 
80 48,4 3,72 425 9,9 2,32 
110 37,7 3,69 
Tabelle XVIII. 
Grenzdextrin PP V. Molekulargewicht etwa 680. 
Zeit in Min. vient gespalten| *a* 10° Zeit in Min. | nicht gespalten ie 3 
0 99.6 120 34.9 3,80 
15 85,7 4,36 165 25,2 3.61 
30 73,6 4,37 210 19,8 3,24 
45 64,4 4,22 270 14,7 3,07 
60 56,2 4,14 330 12,0 2,78 
90 44,2 392 | 420 10,1 2,37 
Tabelle XIX. 
Grenzdextrin PP VI. Molekulargewicht etwa 650. 
Zeit in Min. | nicht gespalten 7 Zeit in Min. nicht gespalten a* 10° 
0 99,9 122 33,6 3,88 
15 87,5 3,84 165 25,6 3,5 
30 77,3 3,75 232 16,4 3.38 
45 68,4 3,60 272 14,4 3,10 
60 60,0 3,70 365 8.8 2,89 
90 46,4 iy 455 ae 2,52 
Tabelle XX. 
Grenzdextrin PP VII. Molekulargewicht etwa 600. 
Tote 4 . % - . 103 Toit i ; % “oe 3 
Zeit in Min. nicht gespalten of Zeit in Min. nicht gespalten F,-10 
0 100,0 155 27,9 3,58 
16 85,9 4,14 180 22,4 3,61 
30 76,2 3,92 240 14,6 3,48 
48 66,2 3,73 300 10,9 3,20 
60 58,4 3,89 390 7,8 2,85 
90 47,5 3,59 490 5,5 | 2,58 
120 37,0 3,60 
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Tabelle XXI. 
Grenzdextrin PP VIII. Molekulargewicht etwa 600. 

















Zeit in Min. | pieht gespalten re Zeit in Min. nicht gespalten of Maas 
0 94,6 — 125 34,2 3,53 

17 81,1 3,95 165 29,3 3,08 

30 71,6 4,03 210 Ze, 3,01 

47 64,0 3,62 280 Ly pal 2,65 

66 55,9 3.47 340 13,5 2,48 

95 42,7 3,63 420 10,8 2,24 

Tabelle XXII. 
Grenzdextrin PP IX. Molekulargewicht etwa 570. 

Toit 3 ; % ee Zeit i : % 6 103 
Zeit in Min. nicht gespalten ka: 10 Zeit in Min. nicht gespalten g°10 
0 98,5 - 120 89,3 3,32 

15 86,0 3,97 150 32,6 3,21 

33 74,3 8.72 210 92.8 8,02 

45 67,0 3,12 270 18,0 2,74 

60 60,2 3,57 295 11,2 2,40 

90 47,1 3,56 505 7,8 2,19 

Tabelle XXIII. 
Grenzdextrin PP X. Molekulargewicht etwa 540. 

a . % ‘See 3 Toit i : % er : 
Zeit in Min. nicht gespalten mat Zeit in Min. nicht gespalten 1 ial 
0 97,6 _ 150 24,8 3,96 

30 69,4 4,93 210 13,9 4,03 

90 40,5 4,26 330 10,4 2,95 
120 32.4 4,00 510 29 3,00 


Die Hydrolyse der mit Pankreasamylase aus Kartoffelstarke ge- 
wonnenen Dextrine ist also derjenigen der mit Malzamylase aus Mais- 
stirke gewonnenen prinzipiell gleich. Die Anfangsgeschwindigkeit der 
Hydrolyse ist durchgehend kleiner als die der Starke und die Reaktions- 
konstanten erster Ordnung fallen ab. Es kann also auch in diesem Falle 
behauptet werden, daB die Grenzdextrine nicht ausschlieBlich Maltose- 
bindungen enthalten. Sie werden eben darum gebildet, wei! die Stirke- 
molekiile hier und da Bindungen enthalten, die mit der Maitosebindung 
nicht identisch sind und die von den Amylasen nicht oder nur sehr 
langsam gelést werden. 


Die Hydrolysegeschwindigkeit der mit Pankreasamylase gewonnenen 
Dextrine ist deutlich gréBer als die der mit Malzamylase dargestellten. 
Es ist natiirlicherweise nicht méglich, nur auf Grund der Hydrolyse- 
versuche die Ursache dafiir anzugeben. Man darf wohl nicht ohne 
weiteres annehmen, daB die anormale Bindung in diesen Grenzdextrinen 
weder die Maltose- noch die Isomaltosebindung ist. Anderseits sprechen 
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wie erwahnt andere Versuche dafiir, daB wenigstens drei Arten von 
Glykosidbindungen in der Starke vorhanden sind. Auch ware es méglich, 
aus einer Annahme von drei verschiedenen Bindungen die Spezifitat 
und Wirkungsweise der gewéhnlichen Amylasen in einfacher Weise 
zu erklaren; man kénnte beispielsweise folgendes vorschlagen: 

1. Die pflanzliche 6-Amylase (Saccharogenamylase) spaltet nur Ketten 
bzw. Kettenteile, die nach der Formel von Haworth gebaut sind, und zwar 
nur vom nicht reduzierenden Kettenende aus die zweite 1, 4-Bindung. 

2. Da die von der Malzamylase, d.h. vom Gemisch der Saccharogen- 
und Dextrinogenamylase erzeugten Grenzdextrine, wie in der folgenden Arbeit 
gezeigt wird, auBer 1, 4-Bindungen auch «-glykosidische 1, 6-Bindungen 
enthalten, so ware zu schlieBen, da die von der Dextrinogenamylase 
vorzugsweise angegriffenen Bindungen weder 1, 4- noch 1, 6-Bindungen 
sind, sondern vielleicht 1, 2-Bindungen. 

3. Die Pankreasamylase und ahnliche Enzyme, deren Wirkungsweise 
von der der pflanzlichen «-Amylase (Dextrinogenamylase) prinzipiell 
verschieden ist, spalten zuerst die 1, 6-Bindungen, dann auch normale 
1, 4-Bindungen. Die von diesen Enzymen erzeugten Grenzdextrine sollten 
also (auBer normale Bindungen) auch 1, 2-Bindungen enthalten. 

Nun ist aber wahrscheinlich diese Erklarung nicht richtig. Auch ist, 
wie in der folgenden Arbeit gezeigt werden soll, gar nicht notwendig, die 
Existenz anderer Bindungen als 1, 4- und 1, 6-Bindungen anzunehmen, um 
die verschiedene Wirkung der Amylasen zu erkliren. 

Folgender Versuch, der hier zum SchluB angefiihrt werden soll, 
scheint auch zu zeigen, daB die schwerhydrolysierbaren Bindungen in 
den Pankreasgrenzdextrinen keine 1, 2-Bindungen sind, wenn man 
nimlich wie oben annimmt, daB eine 2 | %-Glucosido}-glucose nicht ver- 
garbar ist, woriiber jedoch nichts bekannt ist. 

Von der Grenzdextrinfraktion PP X mit dem mittleren Molekular- 
gewicht etwa 540 wurden 15.8¢ in 140 cem 2,85n Schwefelséure 
1 Stunde in siedendem Wasserbad belassen. Nach den Reduktions- 
° der Glykosidbindungen 
eingetreten. Die Schwefelsiiure wurde mit Baryt entfernt. Durch kurze 
Behandlung des Filtrats mit lebender PreBhefe wurde die entstandene 
Glucose beseitigt. Die Hefe wurde abfiltriert und das Filtrat mit Queck- 
silbersulfat und Bariumcarbonat von stickstoffhaltigen Verunreini- 


bestimmungen war eine Spaltung von etwa 57 


gungen befreit. Nach Entfernung des Quecksilbers wurde die Lésung 
auf 25 ccm eingeengt. Garversuche mit frischer PreBhefe zeigten, dab 
sowohl Glucose als Maltose abwesend waren, daB aber etwa 3,25 ¢ 
langsam girendes Kohlenhydrat vorhanden war. Totalhydrolyse einer 
Probe der Lésung zeigte, dab sie eine mit 5,2 g Glucose aiquivalente 
Menge Kohlenhydrat enthielt. Die reduzierende Wirkung der nicht 
hydrolysierten Lésung war 52°) von der der vollstandig hydrolysierten, 
Die Lésung enthalt wahrscheinlich ein Gemisch von Disacchariden, 
wovon etwa 62°) vergirbar sind. Die Hauptmenge der Substanz 
diirfte also kaum aus 2{Glucosido|-glucose bestehen kénnen. 


t 


9” 

















68 K. Myrbiack, B. Ortenblad u. K. Ahlborg: Grenzdextrine usw. VII. 


Aus der Lésung wurde durch Einengen und Verreiben mit abs. 
Alkohol ein festes Praparat unter ziemlich groBen Verlusten gewonnen 
und mit diesem ein Hydrolyseversuch angestellt (Tabelle XXIV). 


Tabelle XXIV. 








Zeit in Min. thie geapaiten ka. 108 Zeit in Min. nicht geepelien kq* 108 
15 89,6 3,14 165 38,2 2,53 

30 80,1 3,20 210 82,3 2,33 

45 75,0 2,78 255 30,1 | 2,04 

60 69,8 2,60 300 25,7 1,96 

90 61,7 2,62 390 20,6 1,76 

120 52,9 2,30 510 11,8 1,82 


Die Substanz wird, wie man ja voraussehen mute, langsamer 
hydrolysiert als die Muttersubstanz, das Praparat PP X. Das starke 
Sinken der Reaktionskonstante zeigt die Uneinheitlichkeit des Praparats 
an, Auch daraus ware also zu schlieBen, daB in dem Praparat mindestens 
zwei Disaccharide vorhanden sind, die mit Maltose nicht identisch sind, 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
VILL. Mitteilung: 
Die Konstitution eines Starkegrenzdextrins. Nachweis «-glykosidischer 
1, 6-Bindungen in Dextrin und Starke. 
Von 
Karl Myrbiick und Knut Ablborg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Eingegangen am 19, September 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In fritheren Arbeiten (1) (2) (3) (4) wurde in verschiedenen Richtun- 
gen versucht, einen Zusammenhang zu finden zwischen der Konstitution 
der Starke und dem Verlauf des enzymatischen Abbaues derselben 
durch die Amylasen (pflanzliche %- und f-Amylase des Malzes, Taka- 
diastase, Speichel- und Pankreasamylase). Speziell wurde auf die Frage 
eingegangen, warum bei der ,,Verzuckerung’‘ der Starke durch die 
Amylasen neben Maltose immer wechselnde Mengen von sogenannten 
Grenzdextrinen gebildet werden. Da angenommen werden kann (2), 
daB die Grenzdextrine primare Abbauprodukte (und nicht etwa sekundar 
durch Reversion aus Glucose gebildete Produkte) sind, so wurde als 
Arbeitshypothese angenommen, daB die Bildung der Starkegrenz- 
dextrine damit zusammenhangt, daB die Starke nicht ganz nach der 
Formel von Haworth, also aus durch «-glykosidische 1, 4-Bindungen 
verkniipften Maltosemolekiilen aufgebaut ist, sondern daB in den Starke- 
molekiilen, die ja unter allen Umstanden prinzipiell als Kettenmolekiile 
zu betrachten sind, hier und da Abweichungen von diesem Bauschema 
(,,Anomalien“) vorkommen. Schon die Substitution einer OH-Gruppe 
durch Phosphorsiure scheint die Spaltbarkeit in der Nahe befindlicher 
Glykosidbindungen herabzusetzen, da sich die organisch gebundene 
Phosphorsaure der Starke in den Grenzdextrine anhauft. Die Bildung 
gewisser Grenzdextrine kann deshalb méglicherweise mit der Substitu- 
tion durch Phosphorsiure zusammenhingen. Andererseits kann diese 
nicht die Bildung aller Grenzdextrine erkliren. Die phosphorarmen 
Starkesorten geben z. B. gleichfalls groBe Mengen von Grenzdextrinen. 
Anzunehmen war dann, da keine furanosidischen Glucosereste vor- 
kommen kénnen [ Freudenberg (5), siehe auch die vorangehende Arbeit}, 
daB die Grenzdextrinbildung im groBen durch das Vorhandensein anderer 
Anomalien in der Starke bedingt ist. Dabei ist vor allem an das Vor- 
kommen anderer Glykosidbindungen als der Maltosebindung zu denken. 
Wenn man nun nach unserer Arbeitshypothese annimmt, daB jede 
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Amylase nur bestimmte Arten von Glykosidbindungen und vor allem 
eben die Maltosebindung angreifen kann, so war zu erwarten, daB nicht 
spaltbare oder schwer spaltbare Bindungen (,,Anomalien‘‘) in den 
Grenzdextrinen bleiben sollten. Wie mehrmals hervorgehoben wurde. 
sollten die Anomalien in den Grenzdextrinen angereichert werden und 
die Aussicht, solche Bindungen nachzuweisen, wire bei den Grenz- 
dextrinen viel gréBer als bei der Starke, aus der bei der Amylasebehand- 
lung im allgemeinen die weniger interessanten Teile der Molekiile 
entfernt werden. Nicht nur waren aber die supponierten Bindungen in 
den Grenzdextrinen deswegen leichter nachzuweisen, weil sie in relativ 
gréBerer Menge vorkommen miiBten als in der Starke; die Darstellung 
eines niedrigmolekularen Kohlenhydrats bzw. vor allem eines voll- 
stiindig methylierten Derivats desselben ist vielleicht unter Umstianden 
nicht einfacher als die eines Polysaccharids, aber die Beurteilung der 
Reinheit, der Einheitlichkeit und anderer Eigenschaften ist im ersten 
Falle mit viel gréBerer Sicherheit méglich. Insbesondere wollen wir 
hervorheben, daB die Methylderivate von Grenzdextrinen niedrigen 
Molekulargewichts im Vakuum destillierbar sind, so daB die Trennung 
von Methylderivaten begleitender Kohlenhydrate und von Verunreini- 
gungen selbstverstandlich mit viel gréBerer Scharfe geschehen kann als 
bei nicht destillierbaren Verbindungen. 


A priori kann selbstverstindlich nicht behauptet werden, dali die ge- 
wohnlichen Amylasen nur 1, 4-Bindungen angreifen. Die Untersechiede in 
der Wirkung der verschiedenen Amylasen deuten sogar, wie auch in der 
vorangehenden Arbeit besprochen wurde, direkt darauf, daB sie teilweise 
verschiedene Bindungen spalten. Es kénnte aber jedoch dabei so sein, 
da die Bindungen an sich g!eich sind, daB die Enzyme aber vorzugsweise 
Bindungen spalten, die cine bestimmte Lage im Molekiil (z. B. Abstand vom 
Kettenende) haben. So ist, wie mehrfach erwahnt, anzunehmen, daf die 
pflanzliche /-Amylase ‘vom freien nicht reduzierenden Kettenende aus nw 
die zweite Bindung spaltet, wobei also primir Maltose freigesetzt wird. Es 
scheint aber, als wire es jedoch notwendig anzunehmen, daf z. B. die 
Spezifitat der Dextrinogenamylase des Malzes nicht nur in dieser Weise 
bestimmt ist, sondern dadurch, daB sie gewisse bestimmte, in ziemlich 
groBem Abstand voneinander liegende Bindungen vorzugsweise spaltet. 
Es scheint notwendig anzunehmen, daf diese Bindungen an sich anders sind 
als die Maltosebindung. Der Ansicht von Freudenberg, daB es Amylasen 
gibt (z. B. die «-Amylasen), die die Stirkeketten ,,wahllos zerschlagen“, 
kénnen wir nicht beipflichten. Alle bekannten Tatsachen iiber die Spezifitat 
der Enzyme scheinen uns gegen eine solche Annahme zu sprechen. Ein Enzym 
spaltet immer nur ganz bestimmte Bindungen, sei es, daB diese bestimmter 
Art sind oder aber eine bestimmte Lage im Verhaltnis zu anderen Einzel- 
heiten des Substratmolekiils haben. 


Da, wie unten gezeigt werden soll, die in der Stirke vorkommenden 
a-glykosidischen 1, 6-Bindungen von der Malzamylase nicht oder nur sehr 
langsam gespalten werden, so miiBte man annehmen, da die von der 
Dextrinogenamylase des Malzes vorzugsweise angreifbaren Bindungen (be) 
deren Spaltung u.a. die Farbbarkeit durch Jod verschwindet) weder 
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Maltose- noch Isomaltosebindungen sind. Man kénnte dann an die «-glyko- 
sidische 1, 2-Bindung denken, die in den Polysacchariden jedenfalls haufiger 
vorkommt als die 1, 3-Bindung. Freudenberg hat auBerdem aus dem Studium 
der Molekiilmodelle den SchluB gezogen, daB bei der Starke eine Seitenkette 
in der Stellung 3 keinen Platz findet, wahrend die Stellungen 2 und 6 aus 
geometrischen Griinden méglich sind (6). 


Nun ist aber selbstverstandlich nicht absolut notwendig anzunehmen, 
daB die von der Dextrinogenamylase gelésten Bindungen anders sind als die 
Maltosebindung (oder die Isomaltosebindung). Auch wenn die Bindungen 
keinen bestimmten Abstand vom Kettenende haben, so kénnen ihre Posi- 
tionen im Molekiil jedoch definiert sein. Folgende Erklarung ware z. B. denk- 
bar: Die Hauptkette des Molekiils enthalt nur 1, 4-Bindungen. Hier und da 
sind in der Stellung 6 Seitenketten vorhanden. Die 1, 4-Bindungen der 
dreifach verkniipften Glucosereste unterscheiden sich von den anderen Bin- 
dungen der Hauptkette und kénnten viel leichter durch die Dextrinogen- 
amylase spaltbar sein. Wenn der betreffende Teil des Molekiils nach der 
schematischen Abb. 1 gebaut sein sollte, so kénnte also die Bindung 2 von 
der Dextrinogenamylase vorzugsweise gelést werden. Die Reaktionsprodukte 
waren dann pro Mol Starke teils eine Kette mit nur 1, 4-Bindungen, die 
dann von der f-Amylase, vielleicht auch von der Dextrinogenamylase, 
weiter und wahrscheinlich vollstindig in Maltose gespalten wird, teils 
Ketten, die neben 1, 4-Bindungen je eine 1, 6-Bindung enthalten. Aus diesen 
Ketten wird dann weiter Maltose abgespalten, so daB schlieBlich nur ein 
die 1, 6-Bindung enthaltendes Grenzdextrin iibrigbleibt. Wie in der voran- 
gehenden Arbeit erwihnt wurde, scheint es notwendig anzunehmen, da 
die von der Dextrinogenamylase einerseits und von den tierischen «-Amylasen 
andererseits zundchst angegriffenen Bindungen nicht dieselben sind. Denk- 
bar wire aber z. B., daB die tierischen «-Amylasen nicht die Bindung 2, 
sondern die Bindung y spalten. Das Endresultat der Spaltung wiirde dann 
etwa dasselbe sein, nur wiirde wahrscheinlich die 1, 6-Bindung in dem 
Grenzdextrin eine andere Lage im Molekiil zeigen. Ohne eine dritte Art 
von Glucosidbindungen in der Starke anzunehmen, wire es in dieser Weise 
moglich, die verschiedene Kinetik der Spaltung durch Dextrinogenamylase 
und durch die tierischen Amylasen, sowie die, wie es scheint (siehe die 
vorangehende Arbeit) etwas verschiedene Natur der Grenzdextrine zu er- 
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Abb. 1. 


Nach unserer eingangs erwahnten Arbeitshypothese ware nun zu 
erwarten, da die Grenzdextrine, oder jedenfalls die meisten davon, 
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zum Teil andere Bindungen als die Maltosebindung enthalten sollten. 
Anhaltspunkte dafiir haben wir schon gefunden: 

1. Wahrend, wie von Karrer nachgewiesen wurde (7) (8) (9), die 
Starke und gewisse Abbauprodukte davon wie die Maltose bei der Be- 
handlung mit Acetylbromid groBe, und zwar etwa die gleichen Mengen 
von Acetobrommaltose (bzw. Heptacetylmaltose) geben, zeigte es sich, 
daB gewisse Grenzdextrine bei derselben Behandlung beinahe keine 
Acetobrommaltose (10) liefern. 

Herr Professor Karrer hat uns liebenswiirdigerweise darauf auf- 
merksam gemacht, daB in seinem Laboratorium schon im Jahre 1923 
eine ahnliche Beobachtung gemacht wurde. In der betreffenden 
Arbeit (11), von deren Existenz wir friiher leider nichts wuBten, wird 
gezeigt, daB ein nach Lintner und Kirschner (12) dargestelltes Grenz- 
dextrinpraparat viel weniger Heptacetylmaltose (in einem Falle 10,4 °,. 
in einem anderen 4,24 %) als die Starke (maximal 30%) gab. Beachten 
wir, da unsere Grenzdextrinpriparate wesentlich stairker abgebaut 
sind als das Praparat nach Lintner und Kirschner, daB also nach unserer 
Auffassung die Anomalien der Stiirkemolekiile in unseren Praparaten 
stiirker ,,konzentriert’‘ sein miissen, so ist verstandlich, da wir in 
vielen Fallen tiberhaupt keine Heptacetylmaltose fanden. Unsere 
Versuche bestitigen also und erweitern den Befund im Karrerschen 
Laboratorium. Auch wenn, wie von Freudenberg (13) gezeigt wurde, 
die Ausbeute an Heptacetylmaltose von den Versuchsbedingungen 
stark abhingig ist, so zeigen unsere Versuche ohne Zweifel, daB die 
untersuchten Grenzdextrine nicht der Maltosereihe angehéren. 

2. Unter den Grenzdextrinen konnten wie erwaihnt Trisaccharide 
in groBer Menge aufgefunden werden. Dies sagt selbstverstandlich an 
sich nichts tiber die Natur der darin vorkommenden Glykosidbindungen, 
nur da die Wirkung der Amylase nicht in einer glatten Spaltung 
der Starke in Maltose und Polymerhomologen davon besteht (14) (15). 

3. Die optischen Eigenschaften der Grenzdextrine sprechen nicht 
direkt dafiir, daB sie andere Glykosidbindungen enthalten sollten als die 
Maltose (16). Wie a. a. O. nachgewiesen wurde, sind sie aber auch ohne 
Schwierigkeit damit vereinbar, daB die Grenzdextrine z. B. 1, 6-Bin- 
dungen neben den Maltosebindungen enthalten (17). 

4. Fur das Vorhandensein von mindestens zwei verschiedenen 
Arten von Glykosidbindungen in den Grenzdextrinen sprechen direkt 
die in der vorangehenden Arbeit beschriebenen Versuche iiber die 
Saurehydrolyse. Besonders weisen wir auf die Versuche mit dem 
Grenzdextrin MM IX (Tabelle VI) hin, in welchen bewiesen werden 
konnte, da8 in diesem Trisaccharid neben einer Maltosebindung eine 
Bindung anderer Art vorkommen muB. Dieses Praparat wurde nun 
naher untersucht und die Natur der zweiten Bindung festgestellt. 








ten. 


die 
Be- 
gen 
ich, 
pine 


vuf- 
923 
den 
yird 
NZ- 


0 
/O° 


ten 
aut 
rer 
ten 

in 
ere 
1en 
de, 
yen 


die 


ide 
an 
en, 
ing 
5). 
cht 
die 
ine 
in- 


en 
‘kt 
die 
om 
en 
ne 
un 





Grenzdextrine und Starke. VIII. 7a 


Wenn die Ketten der Stairkemolekiile nach der von K. H. Meyer, 
Staudinger und anderen gemachten Annahme verzweigt sind, so miissen 
selbstverstandlich auBer der 1, 4-Bindung auch andere Bindungen vor- 
kommen. An und fiir sich ist wohl dann die 1, 6-Bindung die wahr- 
scheinlichste. Prinzipiell wird der Beweis fiir die Verzweigung dadurch 
gefiihrt, daB man unter den Hydrolyseprodukten des vollmethylierten 
Polysaccharids Dimethylglucose nachweist. Die Methode ist theoretisch 
einfach und gibt eindeutige Resultate. Sie wurde mit Erfolg von 
Freudenberg und Mitarbeitern angewendet (18) (19) (20). Die Deutung 
der Versuchsergebnisse wird aber erschwert, erstens dadurch, daB die 
Bestimmung kleiner Mengen von Dimethylglucose neben sehr viel Tri- 
methylglucose (und Tetramethylglucose) keine leichte Aufgabe ist, 
zweitens dadurch, daB bei der Hydrolyse des methylierten Polysaccharids 
Dimethylglucose sekundar durch Methylabspaltung aus Trimethylglucose 
entsteht. Bei den kleinen Mengen Dimethylglucose, die zu erwarten 
sind, kénnen die sekundér entstandenen Mengen eine Rolle spielen. 
Immerhin kénnen Freudenberg und Mitarbeiter aus ihren Versuchen 
schlieBen, daB die Starkemolekiile verzweigt sind und da die Seiten- 
ketten die Position 6 haben. Bei der Konstitutionsbestimmung unseres 
Trisaccharids spielen die erwihnten Schwierigkeiten keine nennenswerte 
Rolle. Andererseits soll nicht verschwiegen werden, daB die Konstitu- 
tionsbestimmung der Grenzdextrine bei weitem nicht imstande ist, 
das Konstitutionsproblem der Starke restlos zu lésen, wie aus der 
Diskussion am SchluB dieser Arbeit hervorgehen wird. 

Untersucht wurde wie erwaihnt das Praparat MM IX (21), nach 
Einwirkung von Malzamylase auf Maisstarke als leichtléslichste Fraktion 
der Grenzdextrine isoliert. Das Molekulargewicht des Praparats war 
nach der Reduktionsbestimmung 480, nach der Diffusionsgeschwindig- 
keit 495. Die spezifische Drehung des Praparats war -+ 1249. Unmdéglich 
ist nicht, daB dieser Wert etwas zu niedrig ist, weil sich Verunreinigungen 
aus der Enzymlésung in der léslichsten Fraktion der Grenzdextrine 
anhaufen. Auch dieser vielleicht etwas zu niedrige Wert zeigt aber, 
da beide Bindungen des Trisaccharids %-glykosidisch sein miissen. 
Die Drehung einer Maltotriose berechnet sich nach den Freudenbergschen 
Regeln zu etwa 153°, die einer ,,lsomaltotriose‘*, d. h. eines Trisaccharids 
mit zwei «-glykosidischen 1, 6-Bindungen, zu etwa 125° (17), wenn man 
die Drehung der Isomaltose mit 100° ansetzt und dazu beachtet, daB die 
spezifische Drehung eines kettenférmig gebauten Polysaccharids mit 
lauter 1, 6-Bindungen + 180° ist (22). Die Drehung eines Trisaccharids 
mit einer Maltose- und einer Isomaltosebindung sollte wohl in der Nahe 
von + 140° liegen oder niedriger, falls die Drehung der Isomaltose 
niedriger als + 100° sein sollte. Unter allen Umstanden lassen sich die 
Drehungen der von uns isolierten Grenzdextrine wohl mit der Auf- 
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fassung vereinen, dafs sie neben Maltosebindungen auch je eine Iso 
maltose bindung enthalten. Beide Bindungen miissen aber «-glykosidisch 
sein, da die Anwesenheit auch nur einer f-glykosidischen Bindung die 
spezifische Drehung stark erniedrigen miiBte. 

Bei der Darstellung des methylierten Trisaccharids zeigten sich 
bedeutende Schwierigkeiten, die wohl zum Teil damit zusammenhangen. 
dab die Rohfraktionen der Grenzdextrine noch uneinheitlich sind. 

Die Methoxylbestimmungen wurden in einem Mikroapparat nach 
Pregl mit abnehmbarem Siedekolben vorgenommen. Im WaschgefaB rote: 
Phosphor. Etwas roter Phosphor wurde auch ins SiedegefaB gegeben. Die 
Erhitzung geschah im groBe.w und ganzen nach Neumann (23). Das Methyl- 
jodid wurde titrimetrisch nach Viebéck und Brecher (24) bestimmt. Unter- 
suchungen bekannter Substanzen zeigten, daB die Methode in unseren 
Handen Werte gibt, die 99,5 % der theoretischen sind. Bei allen Bestim- 
mungen an unbekannten Substanzen wurden die Werte deshalb um 
0,5°, erhéht. Mit dieser Korrektion erhielten wir z. B. mit mehrmals 
destillierten und sicher reinen methylierten Methylglykosiden die theoreti- 
schen Werte. 

Einheitliche Methylderivate konnten oft nur dadurch erhalten werden, 
daB die Substanzen methyliert und nachher fraktioniert destilliert wurden. 
Die groBen Mittelfraktionen wurden nachmethyliert und wieder fraktioniert 
usw. Bei dieser Fraktionierung lassen sich methylierte Dissaccharide 
und héhere Saccharide ohne Schwierigkeit abtrennen, dagegen kann nicht 
ohne weiteres behauptet werden, daB z. B. das hier untersuchte Methy!- 
derivat nur ein Trisaccharid enthalt. Die Methylierung geschah nach de1 
iiblichen Methode mit Dimethylsulfat und Alkali. Nachmethyliert wurde 
in einigen Fallen mit Methyljodid und Silberoxyd. Die hier zu besprechende 
Substanz wurde folgendermaBen behandelt: 

25¢ Substanz (nicht getrocknet) wurden nach Haworth und 
Leitch (25) in wenig Wasser gelést und bei Zimmertemperatur unter 
starkem Riihren mit 28,5 ccm Dimethylsulfat und 29 cem 30 %iger NaOH 
tropfenweise versetzt. Man steigert die Temperatur allmahlich auf 
etwa 40°. Nach Stehen iiber Nacht wird bei 76° mit 85 cem Dimethy|- 
sulfat und 240 cem NaOH weiter methyliert. Man kiihlte ab, filtrierte 
die Salze ab und methylierte nach Einengen noch zweimal in derselben 
Weise. Mit Chloroform konnten dann 18 g Substanz extrahiert werden. 
Der Methoxylgehalt war nun 43°. Er stieg bei weiterer Methylierung 
nach derselben Methode auf 47,2%. Dann wurden 10g der Substanz 
nach Purdie und Trvine (26) mit insgesamt 50 g Methyljodid und 39 g 
Silberoxyd nachmethyliert. Die mit Ather extrahierte Substanz hatte 
den Methoxylgehalt 50,0°%. Bei der Vakuumdestillation wurde bei 
etwa 1 mm Hg zwischen 100 und 200° eine kleine Vorfraktion erhalten ; 
dann gingen zwischen 200 und 266° Badtemperatur 6,6 g Substanz mit 
dem Methoxylgehalt 51,9% iiber. Zwischen 260 und 280° wurden 
weiter etwa 2 g Substanz mit 51,0 % Methoxyl erhalten. Diese beiden 
Fraktionen wurden gemischt und nochmals destilliert. Zwischen 260 
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und 280° Badtemperatur ging die Hauptmenge tiber. Erhalten wurden 
6,59 g Substanz: 
Methoxyl: 51,4; 51,6°). Ber. 51,8°,, fiir ein Trisaccharid. 
[a] +- 136,5° in Chloroform (12° ige Lésung, Hg-Licht). 


Die Substanz wurde dann mit 75 cem einer Salzsiure hydrolysiert, 
die 75 ccm konz. Siure in 400 ccm enthielt. Die Temperatur wurde 
zuerst 2 Stunden bei 80° gehalten, dann fiir 3,5 Stunden bei 100°. 
Vorversuche zeigten, da die Substanz bei 8° iiberhaupt nicht voll- 
stindig hydrolysiert wurde, erst bei 106° wurde Vollstandigkeit erzielt, 
was polarimetrisch festgestellt wurde. Die Hydrolysegeschwindigkeit 
ist wesentlich kleiner als die der Oktamethylmaltose. 

Das Hydrolysat wurde mit BaCO, neutralisiert und iiber Nacht 
stehengelassen. Vom BaC Og, wurde abfiltriert und die rohe Tetramethyl- 
glucose mit Chloroform extrahiert. Erhalten wurden 2,58 g Substanz, 
die nach dem Einengen sofort schén kristallisierten. Davon waren 
2,22 g¢ Tetramethylglucose (Methoxyl 525°) und 0,36 g Trimethyl- 
glucose. Diese Trimethylglucosefraktion wurde nicht naiher untersucht. 
Theoretisch sollten 2,36 g¢ Tetramethylglucose entstehen. 

Der Rest des Hydrolysats wurde zur Trockne eingeengt und mit 
Ather extrahiert. Erhalten wurden 3,70 ¢ Substanz, zusammen also 
4,06 g Trimethylglucose (Ber. 4,44 g). 

Methoxyl: 41,4 °% ; ber. fiir Trimethylglucose 41,9 % 
{a} = + 65,59 (Chif.). 

Aus dem Rest konnte durch Aceton usw. nichts mehr extrahiert 

werden. 


Das Ergebnis dieser Versuche ist nun, da bei der Hydrolyse des 
methylierten Trisaccharids 1 Mol Tetramethylglucose und 2 Mol Tri- 
methylglucose entstehen. Dies bedeutet, daB das Trisaccharid eine 
unverzweigte Kette von drei Glucoseresten enthalt, sonst hatte man 
2 Mol Tetramethylglucose und 1 Mol Dimethylglucose finden miissen. 
Die groBe Frage ist nun: Besteht die Trimethylglucosefraktion ganz 
aus 2, 3, 6-Trimethylglucose oder ist darin auch eine andere Trimethyl- 
glucose vorhanden? Da ja dabei zunichst an die 2, 3, 4-Trimethy]- 
glucose zu denken ist, so lést man die Frage am einfachsten so, daB man 
an der Trimethylglucosefraktion das Vorhandensein freier primarer 
Hydroxylgruppen untersucht, was nach der Methode von Oldham und 
Rutherford (27) méglich ist. 

Die Trimethylglucosefraktion wurde mit 1°, HCl enthaltendem 
Methanol in das Methylglucosid iibergefiihrt. Die Lésung wurde nach 
Neutralisieren mit Silbercarbonat filtriert, getrocknet und eingeengt. 
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Der Riickstand wurde im Vakuum destilliert. Dabei ging die Glucosid- t 
fraktion bei etwa 95° und 0,02 mm Hg iiber. ‘ 
Methoxyl: 52,5°, 52,5%; ber. fiir Trimethyl-methylglucosid 52,5 °%. . 
1,2266 g Glucosid wurden in 4ccm Pyridin gelést. Darin wurden ; 
weiter 3g p-Toluolsulfonylchlorid gelést und die Mischung 3 Tage bei : 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Reichliche Kristallisation trat ein. 
Die Masse wurde dann mit einem Gemisch von Benzol und Wasser 
behandelt, bis sich alles gelést hatte. Die wassrige Lésung wurde ab- : 
getrennt und die Benzolschicht zweimal mit starker Salzsiure und , 
einmal mit Sodalésung geschiittelt. Die Lésung wurde mit Natrium- , 
sulfat entwéassert, mit Entfairbungskohle behandelt und eingeengt. . 
Dabei wurden 1,7842 g Kristalle erhalten, die noch Spuren von p-Toluol- : 
sulfonylchlorid enthielten. Die Substanz wurde wahrend 2 Stunden 
bei 100° mit 1g NaJ in Aceton behandelt. Das Aceton wurde dann 
abdestilliert und die Substanz im Vakuum getrocknet. Dann wurde 
mit Chloroform und Wasser behandelt, freies Jod mit Thiosulfat be- 
seitigt, die Chloroformlésung getrocknet und eingeengt. Dabei wurden : 
1,6543 g Ol erhalten, ein Gemisch von der p-Toluolsulfonylverbindung 
des 2, 3, 6-Trimethyl-methylglucosids mit dem 6-Jodhydrin des eventuell t 
vorhandenen 2, 3, 4-Trimethyl-methylglucosids. Die Substanz wurde : 
dann mit Silbernitrat in Acetonitril 2 Stunden auf dem Wasserbad I 
behandelt, das Acetonitril abdestilliert, der getrocknete Rest mit Benzol é 
extrahiert, wieder getrocknet und schlieBlich das Silberjodid mit Sal- : 
petersiure in der Wiarme von Silbernitrat usw. befreit. Das Ag J wurde ‘ 
dann wie gewohnlich behandelt. Erhalten wurden 0,5400 g AgJ. Dies I 
entspricht einem Gehalt des Glucosidgemisches von 51,0 % 2, 3, 4-Tri- i 
methyl-methylglucosid. 
In einem zweiten Versuch wurden aus 0,2812 ¢ Glucosidgemisch ; 
(),3458 g des Jodhydringemisches und daraus 0,1098 g AgJ erhalten. 
Dies zeigt einen Gehalt von 49,8°% des 2, 3, 4-Trimethyl-methy]- é 
glucosids an. Kontrollversuche zeigten, daB reine 2, 3, 6-Trimethyl- ; 
glucose (aus Oktamethylmaltose) bei der gleichen Behandlung nur 
| winzige Mengen von AgJ liefert. I 
| Da ja aus anderen Versuchsergebnissen klar ist, da die andere 
Trimethylglucose im Hydrolysat die 2, 3, 6-Trimethylglucose ist, so ist 
also bewiesen worden, daB das methylierte Trisaccharid bei der Hydrolyse 
je 1 Mol Tetramethylglucose, 2,3, 4-Trimethylglucose und 2, 3, 6-Tri- ] 
methylglucose gibt. Das Trisaccharid enthalt eine Maltosebindung und 
eine Isomaltosebindung («-glykosidische 1, 6-Bindung). 
| Es steht noch aus festzustellen, ob die 1, 6-Bindung die reduzierende : 
oder die nicht reduzierende Endgruppe des Trisaccharids mit dem : 
Rest des Molekiils verkniipft, m.a.W., ob das Trisaccharid eine 6-[Mal- 
tosido]-glucose oder eine 4-{Isomaltosido]-glucose oder eine Mischung ( 
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beider ist. Dieser Teil der Untersuchung bietet keine prinzipiellen 
Schwierigkeiten. Man oxydiert beispielsweise das Trisaccharid zur 
entsprechenden Saure, methyliert und hydrolysiert. Die Tetramethyl- 
glucose wird abgetrennt, die methylierte Gluconsiure als Salz von der 
aus dem Mittelstiick stammenden Trimethylglucose getrennt und diese 
auf freies primares Hydroxyl untersucht. 


Durch die hier erwaihnten Versuche wurde nicht nur zum erstenmal 
die Konstitution eines Starkegrenzdextrins bestimmt, sondern sie 
erlauben auch den SchluB, daB in der Starke x-glykosidische 1, 6-Bin- 
dungen in erheblichen Mengen vorkommen. Selbstverstandlich sagen 
unsere Versuche nur, da in den Starkemolekiilen hier und da 1, 6-Bin- 
dungen vorkommen, dagegen nicht, ob diese Bindungen Haftstellen 
von Seitenketten sind. Nach den zitierten Untersuchungen Freuden- 
bergs ist wohl jedoch anzunehmen, daB unsere Grenzdextrine eben von 
Verzweigungsstellen der Ketten herriihren. Daf} 1, 6-Bindungen hier 
und da in einfachen Ketten eingestreut sein sollten, erscheint auch an 
sich wenig wahrscheinlich. 

Die relative Zahl der 1, 6-Bindungen in der Starke kann auf Grund 
unserer Versuche noch nicht angegeben werden. Die untersuchte 
Dextrinfraktion machte etwa 2,1° der Starke aus, woraus folgt, dab 
mindestens 0,7°% der Bindungen Isomaltosebindungen sind. Zu_be- 
achten ist aber, dafS mehrere der anderen Fraktionen MM I—VIII 
Trisaccharide enthalten. Zusammen diirften die Trisaccharide etwa 
9° der Starke ausmachen. Nimmt man an, was selbstverstindlich 
noch nicht erlaubt ist, daB alle diese Trisaccharide mit dem Untersuchten 
identisch sind, so miiBten mindestens 3° der Glykosidbindungen 
1, 6-Bindungen sein. Wahrscheinlich enthalten aber auch die héher- 
molekularen Dextrinfraktionen anormale Bindungen, so daB sich die 
Prozentzahl wahrscheinlich noch erhéhen wird (vgl. auch die voran- 
gehende Arbeit). Die meisten natiirlichen Amylasepraparate enthalten 
auBerdem Enzyme, die, wenn auch auBerst langsam, auch die anormalen 
Bindungen spalten, so daB in vielen Fallen méglich ist, daB ein Teil der 
primar gebildeten Grenzdextrine schon verloren gegangen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Die Konstitution eines Amylasegrenzdextrins wurde bestimmt. 
Das Dextrin ist ein Trisaccharid mit einer Maltose- und einer Iso- 
maltosebindung. 

2. Dadurch ist bewiesen, da Isomaltosebindungen in der Starke 
vorkommen. Wahrscheinlich ist ihre Zahl mindestens 3°, von der Zahl 
simtlicher Glykosidbindungen. Auf Grund der Arbeiten Freudenbergs 
iiber die Verzweigung der Starkemolekiile ist anzunehmen, da unser 
Grenzdextrin eben von einer Zweigstelle herriihrt. 
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Unsere allgemeine Arbeitshypothese, daB die sogenanntenGrenz- 
dextrine solchen Teilen der Starkemolekiile entsprechen, die nicht nach 
der Formel von Haworth gebaut sind, hat sich als prinzipiell richtig 
erwiesen. Die Untersuchung der Grenzdextrine muB also sehr wichtige 
Beitrage zur Lésung des Konstitutionsproblems der Stéarke geben 
kénnen. 


Anmerkung bei der Korrektur. In sehr interessanten Arbeiten 
hat A. H. Meyer inzwischen die «-glykosidische Natur der von Freuden- 
berg nachgewiesenen 1,6-Bindungen dadurch erwiesen, daB er das 
durch die Wirkung auf Amylopectin von £-Amylase erhaltene Grenz- 
dextrin mit «-Glykosidase aus Hefe behandelte, wobei die aller Wahr- 
scheinlichkeit nach durch 1,6-Bindungen gebundenen Endgruppen 
abgespalten wurden, wonach der Rest wieder von §-Amylase angreifbar 
war (Naturwiss. 28, 564, 1940). Auf diese und andere eben publizierte, 
fiir das Starkeproblem iiberaus wichtige Arbeiten K. H. Meyers werden 
wir Gelegenheit haben zuriickzukommen. 

Weiter sei auf sehr bemerkenswerte Arbeiten von K. Hess und 
Mitarbeitern tiber die Methylierung der Starke hingewiesen (siehe z. B. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 73, 1069, 1940). Starke 1laBt sich nur mit 
gréBter Schwierigkeit, vielleicht itberhaupt nicht vollstandig methylieren, 
so daB ein Vorhandensein von Dimethylglucose unter den Hydrolyse- 
produkten nicht ohne weiteres Verzweigungen der Starkemolekiile 
beweist. 
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Weitere Beitriige zur Kenntnis des Quecksilber- 
gehalts des menschlichen Kérpers. 
Von 
Odin Szép. 
(Aus dem gerichtlich-chemischen Laboratorium des medizinisch-chemischen 
Instituts der Universitat Debrecen, Ungarn.) 


(Eingegangen am 10, Oktober 1940.) 


Vor kurzem wurde gemeinsam mit J. Bodnar und B. Weszprémy (1) 
in dieser Zeitschrift eine Arbeit tiber den natiirlichen Quecksilbergehalt 
des menschlichen Organismus ver6ffentlicht. Wir bestimmten das 
Quecksilber in den Organen der Leichen von 6 Personen, die in ihrem 
Leben nicht mit Quecksilber in Berithrung gekommen waren und auch 
keine Amalgamfiillungen besessen hatten. Die Bestimmungen ergaben 
in fast allen untersuchten Organen viel héhere Quecksilberwerte als 
nach den fritheren literarischen Angaben [Stock und Cucuel (2), Kluge, 
Tschubel und Zitek (3)] zu erwarten war. Besonders auffallend war 
bei unseren Analysen der enorm groBe Quecksilbergehalt des Blutes 
(7,8 bis 34,6 y%)*. Stock und Cucuel (4) fanden in ihren umfangreichen 
Untersuchungen den Quecksilbergehalt im Blute bei lebenden queck- 
silberfremden Personen nicht tiber 0,7 y%,. 

Kurz nach dem Erscheinen unserer Arbeit teilte Stock (5) in dieser 
Zeitschrift die Ergebnisse seiner umfangreichen Untersuchungen iiber 
den normalen Quecksilbergehalt des menschlichen Organismus mit. 
Stock fand wieder viel kleinere Quecksilberwerte, auch im Blute, als wir. 
Der Unterschied zwischen beiden Untersuchungsmaterialien ist, daB 
die von uns analysierten Organe von Personen stammten, die infolge 
schwerer Krankheiten starben, demgegeniiber untersuchte Stock Leichen- 
teile von durch Unfall oder Selbstmord verstorbener Personen mit 
sonst gesunden Organen. 

Betreffs unserer Quecksilberwerte, besonders im Blute, kénnte 
man auBer pathologischen Ursachen daran denken, dafs man bei uns 
in Ungarn bzw. in Debrecen mit Nahrung, Trinkwasser, Luft usw. 
normalerweise bedeutend mehr Quecksilber aufnimmt als in Deutschland. 
Zur Klarung dieser Frage bestimmten wir den Quecksilbergehalt einiger 
Lebensmittel mit folgenden Ergebnissen: 


Neuerdings wurde wieder eine pathologische Blutprobe analysiert 
und darin 22,8 y®% Hg — also wieder ein hoher Blutquecksilberwert 
gefunden. Das Blut stammte von der Leiche einer Frau, die infolge Broneho 
pneumonie (vorher Typhus abdominalis) starb. 
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Tabelle I. 








Lebensmittel arp irswd Lebensmittel eqeneiaer 
Yo Yvo 
WN SS ds eos ne 1,8 Schweineniere ........ 8,6 
ER aoe eae 2,1 Schweineblut ........ 0,6 
MRR 63 i cg lat ghia ces 4,0 PANGHOIBCR 0.0 ccc 3,3 
Schweinefleisch ....... 2,6 Buderniere .......... 1,9 


Diese Quecksilberwerte zeigen keinen bedeutenden Unterschied 
gegeniiber den Werten von Stock und Cucuel (6) und so fallt die Nahrung 
als Quelle des héheren Quecksilbergehalts der von uns untersuchten 
menschlichen Organe weg. Dies beweisen iibrigens auch folgende 
Quecksilberwerte, die wir in Harnproben von 4 gesunden quecksilber- 
fremden Personen fanden: 0, 0,28, 0,38, 0,72 y Hg im Liter Harn, was 
also nicht den von Stock (8) angegebenen normalen Quecksilberwert 
des Harns (taglich 0,1 bis 1 y) iibersteigt. 

In einer weiteren Versuchsserie bestimmten wir das Quecksilber 
in Blutproben von 4 ebenfalls gesunden quecksilberfremden Personen. 
Das Blut wurde aus der Armvene entnommen und davon je 27 bis 66 ¢ 
zur Analyse verwendet. Die Bestimmungen lieferten folgende Queck- 
silberwerte. 


Tabelle II. 





Blut a | Blut a saeaersnetel 
aia a) 
27 jahrige Frau ....... 0,16 20 jahriger Mann..... 0,18 
ee eho hanes © 0,51 Oe 0.34 


Das Quecksilber wurde mikrometrisch nach dem elektrolytischen 
Verfahren von Stock und Newenschwander-Lemmer (7), das auf der 
Methode von Bodndr und Szép fuBt, bestimmt. 

Aus den Blut-Quecksilberwerten von Stock einerseits sowie aus 
den Ergebnissen unserer obigen Blutanalysen andererseits kann man 
darauf schlieBen, daB die von uns in Blutproben aus Leichen quecksilber- 
fremder Personen mit pathologischen Organen gefundenen hohen 
Quecksilberwerte auf den pathologischen Zustand zuriickzufiihren sind. 
Weitere Versuche sollen entscheiden, ob der Quecksilberkreislauf im 
kranken Organismus wirklich gest6ért wird, was sich unter anderem 
in einem gesteigerten Quecksilbergehalt des Blutes auBert. Zur Klarung 
der Frage wollen wir unsere Blutuntersuchungen auch in dieser Richtung 
fortsetzen. 

Zusammenfassung. 

Es wurde der Quecksilbergehalt in Blut- und Harnproben von 

4 lebenden quecksilberfremden Personen sowie in einigen Lebensmitteln 
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bestimmt. Die gefundenen Blut-Quecksilberwerte (0,16 bis 0.517% Hg) 
gleichen den in Leichenblutproben von quecksilberfremden Personen 
mit normalen Organen erhaltenen Werten von Stock und die anderen 
Quecksilberwerte (Harn, Lebensmittel) zeigen auch keinen bedeutenden 
Unterschied gegeniiber den Stockschen Werten. Demnach sind wohl 
die von uns frither in Blutproben aus Leichen quecksilberfremder Per- 
sonen mit pathologischen Organen erhaltenen hohen Quecksilberwerte 
(7,8 bis 34,6 y% Hg) auf pathologische Ursachen zuriickzufiihren. 
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Uber das Abmagern durch Senfgas. 
Von 


Albert Telbisz und Josef Kucharik. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut und der IT. Med. Klinik der Kénigl. 
Ung. Paézmany Péter Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 16, September 1940.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Im Verlaufe unserer anderweitigen Senfgasuntersuchungen konnten 
wir die Beobachtung machen, daB die Tiere nach Riickentwicklung des 
entstandenen lokalen Odems nicht gesund wurden, sondern auch weiterhin 
Zeichen einer schweren Erkrankung aufwiesen; sie magerten erheblich 
ab, ihr Fell war unordentlich, zerzaust und sie kauerten zusammen- 
gezogen im Kafig. 

Mit dieser allgemeinen toxischen Wirkung des Senfgases haben 
sich wenige Autoren befaBt. Nach einigen von F. Flury und H. Wieland 
vorgenommenen Bestimmungen bei Hunden iibt Senfgas auf den Stoff- 
wechsel die gleiche Wirkung aus wie Thyroxin und Thiosamin: es 
steigert die Ausscheidung von Stickstoffverbindungen wie N Hg, Kreatin 
und von Phosphorsaure. Aus ihren Angaben kann berechnet werden, dat} 
die Abmagerung der mit Senfgas vergifteten Hunde nach 13, 3, 8 bzw 
4 Tagen 7,7, 7,6, 6,18 und 15% betrug. /Jdny und Sellei fanden auf 
Grund von Bestimmungen mit der Warburg-Methode an isolierten 
Gewebsschnitten, daB das Senfgas insbesondere die aerobe Glykolyse 
erhéhe. Muntsch fiihrte die auffallende fortschreitende Abmagerung 
und Entkraftigung auf einen allgemeinen toxischen Zellzerfall zuriick 
Richters konnte an Hunden nach Einwirkung von Senfgasdampf Ab- 
magerung und Exitus beobachten, obwohl die Sektion einen nega. 
tiven Befund ergab. Biischer beschreibt am Menschen die Senfgas- 
kachexie. G. Maier beobachtete an Meerschweinchen eine durchschnitt- 
liche Gewichtsabnahme von 1/, des Kérpergewichtes und sieht die 
Ursache der Abmagerung in der Stérung der innersekretorischen Driisen. 
die durch Resorption der Odemtoxine hervorgerufen wird. M. Drews 
beschreibt bei Katzen bei steigenden Senfgasdosen eine allmahliche 
Gewichtsabnahme. 

Die Mitteilungen, die sich mit der Abmagerung durch Senfgas 
befassen, beschrinken sich demnach gr6éBtenteils auf allgemeine Beob 
achtungen. Wir wissen nicht, ob die Abmagerung und die Kachexie ein 
Folge der lokalen Sen fgasverwundung oder eine dem Senfgas eigene Wirkung 
und als solche unabhdngig von der lokalen Verwundung ist. Wir wollen 
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deshalb vor allem die durch Senfgas verursachte Abmagerung syste- 
matisch untersuchen, um uns dann mit ihrem Wirkungsmechanismus 


zu befassen. 


Methode. 


Wir nahmen unsere Versuche an Meerschweinchen und weiben 
Ratten vor. 

Die Tiere waren auf gemischtes Futter gesetzt (Hafer, Griinfutter, 
Salatblatter, Riiben, bei Ratten auBerdem in Wasser geweichtes Brot). 
Ihr Gewicht wurde taglich friih vor der Fiitterung festgestellt und vor dem 
Versuch mehrere Tage hindurch beobachtet. Das Senfgas wurde auf die 
geschorene Bauchhaut getrépfelt, waihrend das Tier am Riicken liegend 
fixiert wurde. Die Ratten wurden mit Ather berauscht. Wurden nur sehr 
kleine Mengen des Senfgases benétigt, so verabreichten wir eine frisch 
bereitete alkoholische Verdiinnung. Nach dem Auftrépfeln wurde das Tier 
bis zur Resorption der Substanz — ungefahr '/, Stunde lang — in der 
Riickenlage gehalten. Das entstandene Odem wurde nach einigen Tagen 
kleiner, verhartete jedoch immer mehr. Ging das Tier nicht zugrunde, 
so schrumpfte das Odem nach 10 bis 14 Tagen zu einem Schorf zusammen: 
dieser wurde haufig von dem Tiere aufgekratzt und es entstand ein granu- 
lierendes, blutendes Geschwiir, das nach ungefihr einem Monat zuheilte. 


Abmagerung durch Senfgas bei Meerschweinchen. 


Die Dosierung wurde mit 10 mg/kg K6érpergewicht begonnen, die 
Veranderungen des K6rpergewichtes sind aus Abb. 1 ersichtlich. 
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Abb. 1. Gewicht der Meerschweinchen nach Senfgasverabreichung. Fiir jedes Tier gilt eine be- 
sondere Kurve, jeder kleine Kreis bedeutet eine Tagesmessung. 
Tier Nr. 1 (.........) und Nr. 2 (- ) erhielten 10 mg/kg Senfgas, Tier Nr. 3 (———) 15 mg kg. 











Das erste Tier nahm in 7 Tagen von 310 g auf 230 ¢ ab, d.h. es 
verlor 25,8% seines Gewichtes. Dies war der Tiefpunkt, um welchen 
das Gewicht des Tieres ungefahr eine Woche lang schwankte, um dann 
allmahlich wieder anzusteigen. Das zweite Tier magerte in 10 Tagen 


von 300 ¢ auf 229¢ ab (um 23,7 ° 


7 °%) und erholte sich ebenso langsam wie 


6* 
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J. Kucharik : 


A. Telbisz u. 
das erste Tier. Parallel mit dem Gewichtsverlust veranderte sich de: 
allgemeine Zustand der Tiere. Einen halben Tag nach der Verabreichuny 
des Senfgases nahmen sie noch etwas Futter zu sich, dann beinah« 
gar nichts bis zu der Zeit, da ihr Gewicht den Tiefpunkt erreichte. Sic 
kauerten im Kafig, manchmal auf sonderbare Weise auf ihren FiiBen 
hochgezogen, um zu verhindern, da®B ihr Bauch den Boden des Kafigs 
streife. Das Fell war unordentlich, zerzaust, ihre Haut durch die starke 
Abmagerung ganz faltig. Nach einer Woche wurde ihr Allgemein 
befinden besser, sie wurden beweglicher und fingen an zu fressen. 


Nach Verabreichung von 15 mg/kg war der Krankheitsverlauf im 
allgemeinen ein ahnlicher. Die Gewichtskurve eines sich verhaltnis 
maBig rasch erholenden Tieres wird ebenfalls in Abb. 1 wiedergegeben 
Dieses Tier magerte in 7 Tagen von 350 g auf 240 g ab (31%), erholte 
sich aber spiter sehr gut und blieb ebenfalls am Leben. 


Die nach 20 mg/kg beobachteten Gewichtsabnahmen sind aus det 
D h 20 mg/kg beobachteten G htsabnahm nd ] 
Kurve in Abb.2 zu ersehen, die zahlenmaBigen Ergebnisse sind in 
Tabelle [ zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Koérpergewicht Gewichtsverlust 
Nr. ‘ACES Ki rae 

: ree ho om beim Exitus ing in % Tage 

1 370 220 150 41,5 6 

2 360 192 168 46,8 5 

3 312 215 97 31,2 10 

4 420 220 200 47,6 7 

5 425 270 155 36,6 9 

6 410 225 185 45,2 8 

7 360 238 122 34,2 8 

8 420 245 175 41,7 4 

Im Durch- 7 
schnitt: 385 227 158 40,6 1,2 


Demnach verursachten 20 mg/kg Senfgas bei Meerschweinchen 
in 4 bis 10 Tagen (durchschnittlich in 7,2 Tagen) einen Gewichtsverlust 
von 31,2 bis 47,6%, im Durchschnitt von 40,6%, mit stets tédlichem 
Ausgang. 

Eine Senfgasmenge von 30 mg/kg zeitigte keine wesentlich starkere 
Wirkung. Sie bewirkte in zwei Versuchen eine Gewichtsabnahme von 
45,6 bzw. 44,7, das eine Tier lebte nachher noch 7, das andere noch 
26 Tage. 

An weiBen Ratten wurden 10, 15 und 20 mg/kg zur Anwendung 
gebracht. Die Tiere gingen innerhalb von 3 bis 4 Tagen ein, ihr Gewicht 
nahm um 18,5 bis 28% ab (s. Abb. 3, S. 86). 
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Gewicht 


Gewicht 


A. Telbisz u. J. Kucharik: 


Unsere Versuche zeigen, daB das Abmagern eine gewoéhnliche Bx 
yleiterscheinung der Senfgaswirkung ist. Die Frage war nun, ob die Tier: 
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Abb. 3. Gewichtsabnahme von 10 weiBen Ratten 

nach Verabreichung von 10, 15 bzw. 20 mg/kg 

Senfgas (von links nach rechts). 
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Abb. 4. Gewichtsabnalime vou Meer- 
schweinchen (links) und weiBen Ratten 


(rechts) bei Hungern. 


Ex = exitus letalis. 


Ex = exitus 


nicht allein des groBen Gewichts 
verlustes wegeneingehen. Physio 
logische Werke besagen, daB in 
allgemeinen ein Gewichtsverlust 
von 40° fiir kleine Saugetiere 
Vogel usw. tédlich sei. Nachdem 
wir fiir Meerschweinchen und 
weibe Ratten keine eingehenden 
Daten vorfanden, lieBen wir einige 
Tiere freier Wasserauf 
nahme hungern. Die Gewichts 
kurven zeigt Abb. 4. 


neben 


Bei Meerschweinchen ist ein 
Gewichtsverlust von 31.1, 354 


baw. 44,6°°  (durchschnittlich 
von 37,1°%), bei Ratten von 
34°. tédlich. 


Diese Angaben stimmen mit 
jenen, die bei der Abmagerung 
durch Senfgas gefunden wurden. 
beim Meerschweinchen — beinalh: 
genau iiberein, so daB ange 
nommen werden kénnte, dab det 
Tod bei Senfgasvergiftung durch 
das Abmagern allein verursacht 
werde. 


Es mute deshalb unter 


sucht werden, was die Ursacl 
dieser Abmagerung sei. Inerster 
Linie kam das Fehlen der Nah 
rungsaufnahme in Betracht: de 
die vergifteten Tiere nichts ode: 
nur sehr wenig fraBen, mubten 
wir zur kiinstlichen Ernahrung 
Zuflucht nehmen, wofiir sich dic 
weiBben Ratten als geeigneter et 
wiesen. Die Nahrung 
kohlenhydratreich und geniigen: 


multe 


fliissig sein, um durch die Sonde in den Magen eingefiihrt werden 


zu kénnen. Wir wahlten folgende Zusammensetzung: 10 cem Kuhmilch 
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7g Wiirfelzucker, 5g Zamako!, 10 Tropfen Lebertran, ein wenig As- 
corbinséiure und ein erbsengroBes Stiick Hefe. 1 cem dieses Gemisches 
enthalt ungefahr 3,3 Kalorien. Die Tiere bekamen hiervon taglich 
dreimal 10 cem/kg K6érpergewicht, also 99 Kalorien/kg. 

Wir arbeiteten mit zwei gleich ernahrten Gruppen von je 6 Tieren. 
Die Gruppe, welche wahrend der ersten 3 Tage mehr an Gewicht verlor, 
diente als Kontrolle, die andere erhielt am 3. Tag der kiinstlichen Er- 
nihrung 20 mg/kg Senfgas. Die Ergebnisse dieser beiden Gruppen 
wurden erst vom 3. Tag ab miteiander verglichen, da es ungefahr 3 Tage 
dauert, bis sich der Organismus auf eine neue Ernahrung einstellt. 
Zum Zwecke der Gewohnung konnte nicht langer gewartet werden. 
da die Ernaihrung nicht ausreichend war. 

Tabelle Il. Gewichtsabnahme kiinstlich genahrter Tiere 
nach Senfgasverabreichung. 





Gewichtsverlust 
Gewicht in g an den einzelnen Versuchstagen 


vom Beginn vom 3. Tag 

Nr. P 
der kiinstlichen Ernihrung 

26. 1V.'27. IV.'28. IV.'29. IV.'30. IV. 1. V.| 2. V. | 3. V. 

in g in % in g in % 
1 130 135 132 | 125 | 115 110 20 15,4 22 16,6 
2 145 141 140 | 1380 125 115 30 20,6 25 17,9 
3 | 166 | 160 145 | 140 125 - 115 40 25,4 30 20,6 
4 145 | 144 135 | 1385 | 125; — 110 86 | 24,2 25 18,5 
5 140 130 132 | 129 | 110; - 105 35 25,0 27 20,4 
6 170 155 160 150 140 120 50 29,4 40 25,0 


Ss , : 
Im Durchschnitt: | 19,83 


Die Tiere erhielten am 29.1V. um 16 Uhr 20 mg/kg Senfgas. Siamtliche 
Tiere gingen am 3. V., am 4. Tag nach der Verabreichung, zugrunde. Das 
letzte Gewicht wurde am Todestage festgestellt. 


Kiinstlich ernahrte Kontrolltiere. 





Gewichtsverlust 
Gewicht in ¢ an den einzelnen Versuchstagen 


vom Beginn vom 3. Tag 
Nr. 

der kiinstlichen Ernihrung 

BS; TV.) 19. 1V../ 20. FV. | 213. FV. | 22. FV.) 23. 1¥. | 24. 3V 

in g in % in g in % 
1 210 195 190 195 190 189 190 20 9,5 0 0 
2 149 135 135 140 125 124 120 29 19,4 15 11,1] 
3 195 175: | 176 | 179 | 166 | 165 | 166 39 20,4 19 10,8 
4 175 160 160 160 150 150 150 26 14,3 10 6,2 
5 215 187 190 190 175 170 165 50 23,0 22 11,8 
6 165 150 150 150 135 133 135 30 18,1 15 10,0 


Im Durchschnitt: 8,1 
Die Kontrolltiere bekamen kein Senfgas. Der 21. April ist der 3. Tag 


der kiinstlichen Ernahrung. (Keines der Tiere ist zugrunde gegangen.) 

! Nahrmittel, bestehend aus: 5,73°, Wasser, 9,18°,, EiweiB, 4,97 %, 
Fett, 60,20 % lésl. Kohlenhydraten, 18,19 °,, unlésl. Kohlenhydraten, 1,45 % 
Asche, 0,33°,, Rohfaser. 











88 A. Telbisz u. J. Kucharik: 














Die wichtigste Angabe ist der Durchschnittssatz der vom 3. Tag | 
an gerechneten Gewichtsabnahme, welcher bei den kiinstlich ernahrten wurd 
Kontrollen 81°), bei den mit 20 mg/kg Senfgas behandelten 20% braue 
betragt, d.h. 11/,mal so viel. 1 

Zur Vervollkommnung der Nahrung wurden in einem weiteren Tier 
Versuch noch 2cem Speiseél und 10 Tropfen Lebertran hinzugefiigt : sorpt 
diese enthielt dann 4 Calorien pro ecm. Das verabreichte Volumen befin 

Be - F se P . NEES I 
wurde um 25% erhéht und auf 100 g Kérpergewicht dreimal taglich — 
verpdD 

ie 95 7 a) Ta i] > . ie r Ts ¢€; » > He \¢ 
je 1,25 com ve rfiitte rt, so daB die Tiere pro kg Kérpergewicht 140 Ca- goles 
lorien taglich erhielten. Die Ergebnisse dieses Verfahrens zeigt Ta- ausge 
belle IIT. stoff 
Tabelle III. abgel 
iiber1 
Gewichtsverlust vom 3. Tag (héek 
Gewicht in g an den einzelnen Versuchstagen der kiinstlichen Ernihrung an hielte 
Nr. bei Senfgasverabreichung 
- ne He - - schni 
20. V.| 21. V. | 22. V.| 23. V. | 24. V. | 25. V.! 26. V.! 27. V. in g in % ke ] 
pp . - Stun 
1 | 255 | 260 | 246 | 240 | 236 | 226 | 216 26 10,4 a 

2 185 185 185 | 180 170 155 161 | 29 16,4 is 
3 | 170 | 165 | 1665 | 163 | 165 | 150 | 139 | 134 29 17,4 
4 183 180 185 180 | 178 170 170) 165 15 8,3 \ 
6 200 195 190 185 180 175 160 25 13,5 11M 
*] ‘ 

8 Im Durchschn. : 13,2 a 

: : : stim 

Die Tiere erhielten am 23. Mai 20 mg/kg Senfgas. lich 

Kontrolltiere. dure 
verg 
. : : Senet” BF Sa | Gewichtsverlust vom 3. Tag iese 
°, Gewicht in g an den einzelnen Versuchstagen | der Ktinstlichen Erothrang an dic 
NP |) ities Die 
20. V./ 21. V./ 22. V.| 23. V.| 24. V. 25. V./26. V. | 27. V. in g in % ; 
= Zeige 
1 195 190 | 185 | 185 175 | 178 | 180 190 + 5 + 2, wich 
2 || 200 | 200 | 200 | 195 | 185 | 185 | 175 | 182 — 13 6.7 fang 
3 | 215 215 215 | 205 200 | 200/195 190 15 — 738 wns 
4190 175 175 175 165 | 160/165 160 15 - 8,5 hohi 
Im Durchschn.: 4,95 Kor 
P . oo™ Re eit nete 
Der 23. Mai ist der 3. Tag der kiinstlichen Ernahrung. 
brat 
ras ‘ : ; in 
Bei dieser Ernahrung betrug demnach die Gewichtsabnahme der “c 
. ‘ ceeanee : : i ; “t alle 
Kontrolltiere 5°,, wahrend sie bei den mit Senfgas vergifteten 13,2 °% ; * 
! : y . ~ ernc 
ausmachte, d. h. mehr als 11/,mal soviel. Von den letzteren gingen simt- 
‘ ° ° ° ° . ‘ox. ‘ : wirc 
liche Tiere beinahe zur gleichen Zeit mit einigen Stunden Unterschied lei 
Yes 1 es y1e1 
am selben Tage zugrunde. (Wahrend oder nach der Sondenfiitterung ' 
iar air : au 
ging kein einziges Tier ein.) mnere 
> . ‘ ‘ = : ° erel 
Die Ergebnisse der kiinstlichen Ernahrung liefern demnach weitere 8 
interessante Daten. Die Abmagerung konnte in groBem MaBe behindert 
werden, der Tod trat jedoch trotzdem ein. Das beweist, daB die Ab- von 


magerung nicht die Ursache des Todes ist. hun 
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Bei der Untersuchung des Zustandekommens der Abmagerung 


wurde nachgepriift, ob dieselbe nicht durch die Erhéhung des O,-Ver- 
brauchs hervorgerufen werde. 


Der Sauerstoff wurde im v. Lssekutzschen Apparat gemessen. Das 
Tier wird in eine geschlossene Metallbombe gesetzt, in welcher sich zur Ab- 
sorption des Wasserdampfes CaCl,, zur Absorption der CO, Natronkalk 
befindet, und der Apparat in ein Wasserbad von 30° C getaucht. Die Metall- 
bombe steht mit einem Warburg-Manometer in Verbindung. Bei Sauerstoff- 
verbrauch des Tieres sinkt der Druck. Dieser wird alle 10 Minuten ab- 
gelesen und gleichzeitig solange Sauerstoff zugefiihrt, bis der Druck wieder 
ausgeglichen ist. Aus der Druckerniedrigung kann der verbrauchte Sauer- 
stoff berechnet werden. Wird die Druckerniedrigung alle 10 Minuten 
abgelesen, erhalten wir wihrend 1 Stunde 6 Werte. Unter AuBerachtlassen 
iibermaBig hoher Werte 















































(héchstens 1 bis 2) er am OG | A 
hielten wir gute Durch- 180 “yA | ' 
schnittszahlen, welche auf A HY \ 
chnitts ilen, welche: Po en ae . 
kg Korpergewicht und \{ \\ \ \ 
‘ 
Stunden umgerechnet m0 = 240 iH 1 _—" 
/ 
wurden. 120; * 220 
Insgesamt wurde an 100\- "3 200 
7 S 
11 Meerschweinchen der 2 gol? 180 Ng 
Sauerstoffverbrauch be- 60}- 160 H {7 7 
@ eo - 
stimmt, und zwar tag- wo 10 
lich einmal 3 Tage hin- al 120 é _ = 
durch vor der Senfgas- oe 00k 
abe a oS PO Oe DE OO DB: 8 
vergiftung und nach - Tage 
dieser bis zu ihrem Tode. % RK 
s» 
Die Kurven (Abb. 2) 20; ; lan 
. \ 
zeigen neben der Ge- ors 1 TSS j al Awd 
wichtsabnahme eine an- ' 20} vA “ote Ys =| 
fanglich bedeutende Er- yoi—* | # | "5 @__ | 
héhung des auf l kg Abb. 5. Gewicht (——) und Sauerstoff- 
Korpergewicht berech- verbrauch (------ ) von 4 Tage hungernden Meer- 
‘ schweinchen unten die Daten in % (Beziehungen 
neten Sauerstoffver- wie bel Abb. 2). 


brauches. Auch weiter- 
hin ist der Sauerstoffverbrauch unveraindert hoch; beginnt er zu 
fallen, so ist dies haufig nur eine primortale Erscheinung. Daf der 
erhéhte Sauerstoffverbrauch nicht durch die Exsiccose verursacht 
wird, bei welcher das sauerstoffverbrauchende Parenchym erhalten 
bleibt, der verbrauchte Sauerstoff jedoch infolge des Wasserverlustes 
auf ein geringeres Kérpergewicht berechnet wird und so héhere Werte 
ergibt, soll durch spater beschriebene Sulfonversuche bewiesen werden. 
Vergleichen wir nunmehr den Sauerstoffverbrauch mit demjenigen 
von Kontrolltieren, die 4 Tage hindurch — also nicht bis zu ihrem Tode 
hungern muBten (s. Abb. 5). 














Gewicht 


A. Telbisz u. J. Kucharik: 

Im Gegensatz zu den divergierenden Gewichts- und Sauerstoft 
kurven bei den mit Senfgas vergifteten Tieren nahm bei 3 von 4 blot 
hungernden Tieren der Sauerstoffverbrauch parallel mit der Gewichts 
abnahme ab. 

Die Erhéhung des Sauerstoffverbrauches nach der Senfgasvergiftung 
betrug 13 bis 42°, im Durchschnitt 30%. Das thyreotrope Hormon 
der Hypophyse verursacht im Tierversuch leicht eine Erhéhung des 
Grundumsatzes von 100°. 









re Hiermi lick hét 

1 immer ders TT TALI iermit verglichen erhdht da 
195\—-—+ — 206 | | New Senfgas den Grundumsatz un 
; —— 4 ead 

ow i yw 1 is betrachtlich. Bei Grundum 
5t+—-++ - 4 ea A , : 
5 i eee a, I TN satzerhéhung thyreoidalen Ur 


to sprungs entsteht jedoch nur 
=<S8 ein verhaltnismaBig geringer 
ext Gewichtsverlust, wie dies aus 
TI] Abb. 6 ersichtlich ist. Der Un. 
terschied kommt vielleicht da 


Sauerstofiverbrauch 


durch zustande, daB die Tiere 
nach Senfgasvergiftung nicht 
fressen, sondern ihre eigenen 
Gewebssubstanzen oxydieren 








waihrend sie im Thyreoidea 





se acnsaiidilil ”  versuch ausgesprochen mehr 


Nahrung zu sich nehmen als 
unter normalen Umstanden 


20 20 20 ¥0 ¥0 40 80 80 80 160 160160 0W00 
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Abb. 6. Sauerstoffverbrauch und Kérperge- wichtes und die Erhéhung des 

wicht von Meerschweinchen nach gesteigerter Q ‘ ) 
Verabreichung von thyreotropem Hormon. Sauerstoffverbrauches in Pro 

*) Lies richtig : zenten ausgedriickt, so ist der 


Thysectrep, tormon des 1HVL. 1ikise-£, Unterschied deutlicher, beson 


ders wenn als Vergleichsbasis bei der Senfgasvergiftung die Hungerwerte 
genommen werden (Abb. 1, 2). In der Abbildung sind oberhalb det 
Horizontalen die Prozentwerte der Gewichtszunahme bzw. der Er 
héhung des Sauerstoffverbrauches eingezeichnet, unterhalb derselben 
die Prozentwerte der Abnahmen. Es ware wichtig zu wissen, wieviel 
°(, Gewichtsabnahme eine 1°,ige Erhéhung des Grundumsatzes verursacht 
da wir dann die Frage beantworten kénnten, inwieweit z. B. ein um 30°, 
erhéhter Sauerstoffverbrauch fiir die Gewichtsabnahme verantwortlich 
gemacht werden kann, wenn dem Organismus keine Nahrung zugefiihrt 
wird. Wir konnten diesbeziiglich keine direkten Angaben vorfinden 
indirekten AufschluB gibt vielleicht die Mitteilung Kleitmanns, det 
bei einer durch Hungern verursachten Gewichtsabnahme von 25°, 
eine 36° ige Abnahme des Gesamtumsatzes beobachtete. Es ist an 
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Das Abmagern durch Senfgas. 9] 


zunehmen, da® eine grébere Gewichtsabnahme zustande kommen 
kénnte, wenn durch irgendeine andere Ursache (z. B. Senfgas) bei 
gleichzeitigem Hungern der Grundumsatz gesteigert wiirde. Laut 
unseren Angaben betragt der Sauerstoffverbrauch der Meerschweinchen 
vor dem Versuch bei der Berechnung des algebraischen Mittelwertes 
von 64 Normalwerten pro kg Kérpergewicht 166cecm O, (Durchschnitts- 
gewicht der Tiere 350g), was 0,166 ccm fiir 1g Korpergewicht entspricht. 
Bei unseren hungernden Meerschweinchen jedoch ging 














der Verlust von 1g Gewicht mit einer durchschnitt- oo Z 
lichen Verminderung von 0,7 bis 0,8 ccm Sauerstoff- 320-* 
verbrauch einher. (Mit Ausnahme des 4. Tieres, bei 300 VA 
welchem eine Erhéhung eintrat.) Wurde nunmehr die P= \y 
Verringerung des Sauerstoffverbrauches und des Kérper- Bm ; 
gewichtes in Prozenten des Anfangswertes ausgedriickt, 0, wks 

so entsprach einer 1 °{igen Gewichtsverringerung eine 

Verminderung des Sauerstoffverbrauches von 1,1°%. “ 

Wird die Gestaltung des Gewichtes und des Sauer- as 8 


stoffverbrauches von diesem Standpunkt aus _ beob- 

- ie ° P Abb. 7. Sauer- 
achtet, so wire bei einer Gewichtsabnahme von bei- — gogyerbrauch von 
spielsweise 20°, eine Verminderung des Sauerstoff- weillen Ratten in 
verbrauches von 20 bis 25 » 3 zu erwarten, die erhaltene goo ca 
Zunahme von 20%, stellt also eigentlich eine doppelte 7)" Re Sentuee. 

/ ie entsprechende 
Erhéhung dar. Wahrscheinlich spielt zwar die ge- — Gewichtsaboahme 
steigerte Oxydation bei der Abmagerung eine Rolle, eg cet gl 
da jedoch nahere Daten fehlen, kann iiber ihre Wichtig- 
keit keine genaue Aussage gemacht werden. Wir miissen diesbeziiglich 
schon deswegen vorsichtig sein, da die taglich auf gleiche Weise vor- 
genommene Bestimmung des Sauerstoffverbrauches bei 4 Ratten nur 
wenig erhéhte Werte ergab (Abb. 7). 

Beziiglich der Ursache der Abmagerung sind bisher folgende An- 
nahmen vorhanden: a) ungeniigende bzw. tiberhaupt keine Nahrungs- 
aufnahme, b) die Wirkung der aus dem QOdem resorbierten Toxine, 
c) welche dieselben eventuell iiber die innersekretorischen Driisen 
ausiiben. 

Die Tatsache der ungeniigenden bzw. vollkommen ausgeschalteten 
Nahrungsaufnahme wurde bereits festgestellt, fraglich ist aber, was 
eigentlich die Ablehnung der Nahrungsaufnahme verursacht. Ver 
ainderungen im Magen-Darmkanal wurden bis jetzt durch Sektions- 
befunde (Heintzmann) nicht nachgewiesen. Es scheint deshalb wahr- 
scheinlich, daB von einer sich iiber den ganzen Organismus ausbreitenden 
Stoffwechselstérung die Rede sein kann. Auf diese Weise wiirde die 
Annahme an Wabhrscheinlichkeit gewinnen, daB die aus dem Odem 
resorbierten Toxine indirekt die Abmagerung verursachen. (Was die 
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Natur der Toxine betrifft, so muB an Eiweibzerfallprodukte gedacht 
werden, da im Odem kein Senfgas vorhanden ist; der Inhalt des Odems 


bzw. der Blase ruft nimlich keine Liasion hervor.) 


Um die Bedeutung des Odems zu klaren, untersuchten wir die 
Wirkung des Dichlordiaithylsulfons (im weiteren kurz als Sulfon be- 
zeichnet), (CH,CH,.Cl),8O,. Laut unseren fritheren Untersuchungen 
besteht der Mechanismus der Odembildung durch Senfgas darin, dal 
ein Teil des Senfgases durch Bindung an die Gewebszellen zu Sulfon 
oxydiert wird, welches dann die lokale Wirkung hervorruft. Unsere 
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Abb.o. Kérpergewicht ( ) und Sauerstoffverbrauch in cem/kg (------- ) von Meerschweinehen 


nach Verabreichung von 24 mg/kg Sulfon. 


jetzigen Versuche gaben uns Gelegenheit, die Veranderungen des 
Kérpergewichtes bei Sulfonddemen zu beobachten (Abb. 8). Es wurden 
24 mg/kg Sulfon verabreicht, um mit aquimolekularen Mengen zu 
arbeiten. Das Sulfon wurde auf Grund unserer friiher mitgeteilten 
Erfahrungen in Wasser gelést intracutan angewendet. Bereits 0,5 mg 
Sulfon verursachen ein lokales Gdem, 24 mg sind daher eine ungeheure 
Menge, die ein Odem von der GréBe eines 5 Markstiickes bis zur Grobe 
einer Kinderhand bilden. 


Wir hatten zwar auch eine Gruppe von Tieren, in weicher 2 Meer- 
schweinchen nach Verabreichung von 20 mg/kg Sulfon einen Gewichts- 
verlust von 30 bzw. 42°, aufwiesen und innerhalb von 5 bzw. 7 Tagen 
eingingen; bei derselben Gruppe zeigte das 3. Tier jedoch keinerlei 
Gewichtsverinderungen und das 4. Tier nahm wahrend der ersten 
3 Tage 11,5% ab, erreichte jedoch bereits am 5. Tag bis auf 10 g das 
Anfangsgewicht, um dann weiter zuzunehmen. 

Abb. 9 veranschaulicht die Gewichtskurve weiber Ratten. Die 


Tiere erhielten am 3, Tag 24 mg/kg Sulfon. 
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An weiben Ratten konnte demnach nicht einmal eine so geringe 
Gewichtsschwankung beobachtet werden wie bei den Meerschweinchen. 
Da zwei Tiere durch das iibermaBige Abmagern eingegangen waren, 
erhéhten wir die Sulfondosis in der Annahme, daf die Empfindlichkeit 
der Meerschweinchen gegeniiber der tédlichen Dosis des Sulfons eine 
geringere sei. Es wurden 36 mg/kg Sulfon gegeben, diese Dosis ver- 
ursachte ein tiberaus groBes Odem, das sich von den vorderen Extremi- 
taten bis zu den hinteren erstreckte. Ein Tier ging bereits am anderen 
Tage ohne Gewichtsverlust ein, zwei nahmen in 5 bzw. 4 Tagen 13 
baw. 3,5°% ab. Sie konnten diesen Ge- 











wichtsverlust jedoch allmahlich er- pA 
setzen. 48 mg/kg Sulfon vernichtete 20 _ 
Sk noe , we 2¥mg/kg Su/fon 
das Tier innerhalb eines halben Tages pie 
oT) sine Gewi sy ri » “te, i eel gh 
(2 Tiere), eine Ge nhospnagiegenrene, konnte 3 pl 
nicht beobachtet werden. Wir méchten = oe Pe 
os ; Sa ewes 
noch bemerken, da bei 8 Meerschwein- a a - 
= 38 ‘ . 10 ot rr ore Sn rer 
chen auch taglich der Sauerstoffver- » ie 
brauch kontrolliert wurde. Das Maj} a 
des Sauerstoffverbrauches schwankte 00> 4 6 8 0 2 Ww 
in normalen Grenzen (s. Abb. 8). —- 
‘ i . Abb. 9. Kérpergewicht von weiBen 
Bei Meerschweinchen und weiben Ratten nach Verabreichung von 
Ratten konnten durch Sulfon viel 24mg kg Sulfon. Die Tiere blieben 
a an am Leben. Vor dem letzten Zei 
groBere Odeme hervorgerufen werden chen war eine einwéchige Pause 


als durch Senfgas, das Gewicht der 

Tiere wies jedoch keine wesentlichen Veranderungen auf. Warum 
2 Tiere dennoch durch Gewichtsverlust eingingen, kénnen wir nicht 
sagen. Der Gewichtsverlust von 10,2°) bei den Meerschweinchen ist 
unserer Meinung nach so gering, daB er nicht sekundir durch das Odem 
verursacht wurde, sondern mit der entstandenen grofen Allgemein- 
verinderung und der Verschiebung im Wasserhaushalt erklart werden 
kann. Diese Versuche beweisen, da das Odem bzw. die aus diesem 
resorbierten Produkte keine Abmagerung hervorrufen. Die Ursache 
der Abmagerung und des Eingehens muB also anderweitig gesucht 
werden. 

Besprechung der Ergebnisse. 

In Versuchen an Meerschweinchen und weifen Ratten wurde 
systematisch die durch das Senfgas verursachte Abmagerung bzw. 
Kachexie untersucht. Es wurde festgestellt, daB der Gewichtsverlust 
ein nie fehlendes Symptom der Senfgaswirkung ist und daB seine GréBe 
im geraden Verhaltnis zur angewandten Substanzmenge steht. Bei 
Meerschweinchen verursachten 20 mg/kg, bei weiben Ratten 10 bis 
15 mg/kg eine maximale Gewichtsabnahme von 40 bzw. 30%. ein 
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Umstand, der fiir sich allein schon tédlich ist. Die allgemeinen Beob- 
achtungen anderer Autoren an Katzen, Hunden, Menschen (Biischer) 
zeigen, daB das Abmagern nicht nur auf die von uns angewandten 
Versuchstiere beschrankt ist. Die Ursache der Abmagerung kann nicht 
erklart werden. Es ist unzweifelhaft, daB 1. die Nahrungsaufnahme 
der Tiere verringert ist und durch kiinstliche Ernahrung die Abmagerung 
verringert, vielleicht auch verhindert werden kann, 2. daB der Sauerstoff.- 
verbrauch zu Beginn gesteigert ist, ohne daB wir jedoch wissen, inwieweit 
dies fiir die Abmagerung verantwortlich gemacht werden kann. Die 
Annahme, daB aus dem Odem resorbierte Substanzen die Abmagerung 
verursachen, kann auf Grund unserer Sulfonversuche ausgeschlossen 
werden. 

Die Annahme liegt nahe, daB die durch Senfgas verursachte Ab- 
magerung eine allgemeine Vergiftungserscheinung sei. In der Toxi- 
kologie kann jedoch keine einzige Vergiftung gefunden werden, bei 
welcher eine ahnliche Abmagerung beobachtet wiirde. Um festzustellen, 
welche Verainderung das Kérpergewicht bei subakuten oder nicht aus- 
gesprochen akuten Vergiftungen aufweist, wurde die Wirkung zweier 

xifte, des AsyO, und des Phosphors, untersucht. In 3 Gruppen wurden 

insgesamt 21 Tiere beobachtet. Die tédliche Dosis von Phosphor, 
in O1 gelést und subcutan verabreicht, wurde bei beiden Tierarten mit 
3 mg/kg bestimmt, die von AsO, bei Ratten mit 20 mg/kg. Bei Arsen- 
und Phosphorvergiftungen wurde niemals eine gréBere Gewichts- 
verminderung als 5°) gefunden. Aus diesen Versuchen kann demnach 
der SchluB gezogen werden, daB die Abmagerung keine allgemeine 
Vergiftungserscheinung sei, sondern ein besonderes die Senfgas- 
vergiftung begleitendes Symptom, also eine spezifische Eigenschaft 
der Substanz. 

Wird die durch Senfgas verursachte Abmagerung durch kiinstliche 
Ernalirung verhindert, so gehen die Tiere dennoch in der gleichen Zeit 
zugrunde, was beweist, daB die Abmagerung — obwohl sie von gleichem 
Ausmafe wie die iibrigen tédlichen Abmagerungen ist — nicht die Todes- 
ursache der Tiere sein kann. Die durch einfaches Hungern erfolgende 
Abmagerung ist langsamer als die durch Senfgas verursachte. (Z. B. 
gingen hungernde weiBe Ratten in 61/, Tagen zugrunde, bei Senfgasgabe 
jedoch bereits nach 31/, bis 41/, Tagen.) Hier mufi demnach eine bis 
jetzt unbekannte Todesursache eine Rolle spielen. Wir glauben an- 
nehmen zu diirfen, daB diese Ursache vollstandig unabhangig von dem 
Odem, der Quaddel oder der lokalen Verwundung und nicht nur fiir die 
Abmagerung, sondern auch fiir den Tod verantwortlich ist. Wir halten 
die Feststellung der spezifischen, den Tod selbstandig verursachenden 
tigenschaft des Senfgases fiir eine neue Erkenntnis, da bisher nur von 
lokalen Verwundungen, Hautblasen, Augenverwundungen, Lungen- 
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entziindung, Kachexie die Rede war. Wir sind der Meinung, dap die 
durch Senfgas verursachte Vergiftung auch unabhangig von der lokalen 
Lision tédlich sein kann. 

Uber das Wesen der Todesursache besagen pathologische Unter- 
suchungen sehr wenig. Heintzmann fand iiberall im Organismus, haupt- 
sichlich in den parenchymatésen Organen und im Gehirn, kapillare 
Blutungen in geringer Anzahl und Ausbreitung, auBerdem nephrotische 
Veranderungen ganz kleinen Grades und Leberdegeneration. Auf- 
fallender sind die durch Jankovich in Debrecen bei einem Selbstmérder 
gefundenen und spater bei Versuchstieren experimentell hervorgerufenen 
schweren Veranderungen im Zentralnervensystem. 

, Diese bestehen aus der Degeneration der Hirnzellen, aus ihrem Zerfall, 
ihrem Verschwinden. Die Nissl-Granula konnten nur hier und da in den 
Nervenzellen der Briicke und der Medulla oblongata nachgewiesen werden. 
Die Nervenzellen sind auf zweierlei Arten degeneriert: 1. Nicht nur der 
Kern, sondern die ganze Zelle ist piknotisch, starker farbbar. Der Kern 
und der Nucleolus verschwinden volikommen und die homogen gewordene 
Zelle wird manchmal gezackt. Die Zelle schrumpft nicht nur zusammen, 
sondern wird auch diinner und durch die Neuronophagie der Glia-Elemente 
zerstiickelt. Dies ist die charakteristische Zellveranderung. 2. Die andere 
Art der Veranderung ist nur an wenigen Stellen zu finden und besteht aus 
édematéser Anschwellung. Der Kern im Plasma schrumpft zusammen, 
die Zelle zerfallt. Die Nervendegeneration ist iiberall sichtbar, am schwersten 
ist sie in den sympathischen Ganglionen des Nackens und des Riickens, 
in welchen unversehrte Ganglionzellen tiberhaupt nicht zu finden sind.“ 

Durch die stellenweise wortlich zitierte Mitteilung der pathologi- 
schen Befunde Jankovichs wollten wir nur die Aufmerksamkeit auf die 
Veranderungen des zentralen Nervensystems lenken. Da uns die ent- 
sprechende experimentelle Grundlage fehlt, wollen wir nicht behaupten, 
daB die Ursache der von uns beobachteten Erscheinungen in den Ver- 
anderungen des Nervensystems liegt, mit dieser Méglichkeit muB jedoch 
gerechnet werden. 

Wir méchten noch den Unterschied zwischen der Wirkung von 
Senfgas und Sulfon erwaihnen, welchen unsere vorliegenden Versuche 
klarten. Das Senfgas und sein Sauerstoffderivat verursachen ganz 
gleiche Odeme, ihre Gesamtwirkung auf das Tier weist jedoch groBe 
Unterschiede auf. Das Senfgas ruft eine maximale Abmagerung, Sulfon 
keine hervor. Was die lokale Wirkung anbelangt, so verursacht das 
Sulfon starkere Odeme als das Senfgas, die tédliche Dosis hingegen ist 
beim Senfgas geringer, bei Meerschweinchen 20 mg/kg und 10 bis 
15 mg/kg bei Ratten, wahrend vom Sulfon bei Meerschweinchen 36 bis 
48 mg/kg angewandt werden miissen. In friiheren Untersuchungen 
konnten wir experimentell die Annahme stiitzen, daB ein Teil des Senf- 
gases in Sulfon iibergeht und letzteres die lokale Wirkung ausiibt. Dies- 
mal beweist die GréBe der letalen Dosis, daB das Sulfon eher eine 
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Rolle bei der Entstehung der lokalen Wirkung spielt, als bei der Ver- 
ursachung des Todes, was selbstverstindlich einen prinzipiellen Unter- 


schied von den Eigenschaften des Senfgases bedeutet. 


Zusammenfassung. 


1. Eine spezifische Eigenschaft des Senfgases ist die durch dasselbe 


verursachte Gewichtsabnahme, welche mit der verabreichten Menge 
parallel ansteigt. 

2. Das Senfgas ist, unabhingig von der Abmagerung und der 
lokalen Wirkung, ein tédliches Gift. 

3. Es ist méglich, daB der Tod und die Abmagerung die gleiche, 
bisher unbekannte Ursache besitzen. Diesbeziiglich ist der pathologische 
Befund des zentralen Nervensystems beachtenswert. 

4. Im Zusammenhang mit der Abmagerung konnte eine Ver- 
weigerung der Nahrungsaufnahme und ein erhéhter Sauerstoffverbrauch 
beobachtet werden. 

5. Dichlordiaithylsulfon, welches gleiche, ja sogar noch gréfere 
Odeme hervorruft, verursacht in grundlegendem Unterschied zum Senf- 
gas weder Abmagerung noch Tod. Somit kann die Wirkung von aus 
dem Odem resorbierten Substanzen ausgeschlossen werden. 


Literatur. 


F.Flury u. H, Wieland, Zeitschr. exper.Med. 18, 482, 1921. —O. Muntsch, 
Leitfaden der Path. der Kampfstofferkrankungen 1939. — Richters, Die 
Tiere im chemischen Krieg, 1936. — Biischer, Giftgas und wir? — 
Jany u. Sellei, diese Zeitschr. 275, 234, 1935. — G. Maier, Zeitschr. exper. Med. 
458, 1938. — M.Drews, ebenda 105, 29, 1939. — C. Oppenheimer, Handb. d. 
Biochemie d. Menschen u. d. Tiere IV. Bd., 1. Teil, S. 295, 1911. — Janko- 
vich, Verhandlungsbericht des I. internationalen Kongresses f. ges. Med., 
Bonn 1938. — Kuchdrik u. Telbisz, Orvosi Hetilap 1939, Nr. 30 u. Wien. 
Arch. f. Inn. Med. 86, 1940. 





